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RESUMO

O radiofarmaco PSMA-1007 (18F) representa um avanco significativo na detecgdo e estadiamento do
cancer de préstata devido a sua alta afinidade pelo antigeno de membrana especifico da prostata (PSMA),
0 que possibilita imagens precisas dos tumores por meio da tomografia por emissao de poésitrons (PET). A
administracéo intravenosa do PSMA-1007 (18F) requer que o radiofarmaco mantenha sua estabilidade
no sangue para garantir sua eficicia diagndstica. O presente estudo realizou a avaliacdo da estabilidade
radioquimica do PSMA-1007 (18F) em soro fetal bovino (SFB), simulando condi¢fes que replicam o
ambiente sanguineo. Durante o estudo, a estabilidade do radiofarmaco foi monitorada ao longo de 120
minutos em duas temperaturas distintas de incubacéo (37°C e 4°C) a partir de anélises por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Apds o periodo de incubagdo, as proteinas na solugdo foram
precipitadas, resultando em um pellet (proteinas do SFB e a porcdo radiofarmaco ligado) e um
sobrenadante turvo (radiofarmaco livre e fase aquosa do SFB). O sobrenadante foi entdo filtrado e
analisado quanto a estabilidade radioquimica por CLAE, utilizando detectores ultravioleta e de
radioatividade. A analise dos cromatogramas revelou que a estabilidade radioquimica do PSMA-1007
(18F) foi mantida em 100% em ambas as temperaturas testadas, sugerindo uma alta estabilidade segundo
as condi¢des simuladas ao longo dos intervalos de tempo avaliados. A identificacdo do PSMA-1007 (18F)
foi comprovada por comparacdo do tempo de retengdo do padréo de referéncia. As impurezas detectadas
no ultravioleta foram consideradas despreziveis conforme especificacdo farmacopeica. Os resultados
evidenciados neste estudo pré-clinico sdo um indicativo congruente a estabilidade observada in-vivo,
contribuindo com a eficacia e seguranca do PSMA-1007 (18F) em aplicaces clinicas. Estes achados séo
consonantes para o desenvolvimento continuo do radiofarmaco como uma ferramenta importante na
oncologia, especificamente no diagndstico e monitoramento de cancer de prostata.

1. INTRODUCAO

O cancer de prostata € o segundo tipo mais comum entre 0os homens, 0s exames padrdo ouro
para investigacdo da suspeita sdo: dosagem sérica do antigeno prostatico (do inglés Prostate
Specific Antigen, PSA) e o toque retal, seguidos de uma bidpsia para a confirmagdo do
diagndstico [1]. No entanto, a bidpsia € um procedimento invasivo que pode resultar em
complicacBes, como retengdo de urina e hematdria [2]. Portanto, o desenvolvimento da
Tomografia por Emissdo de Positrons (do inglés Positron Emission Tomography, PET) com o
novo radiofarmaco antigeno de membrana especifico da prostata, 0 PSMA-1007 (18F) ou ®F-
PSMA-1007 representa significativo avango, por se tratar de um método diagndstico ndo
invasivo e com elevada acuréacia [3].

O antigeno de membrana especifico da préstata (PSMA) é uma glicoproteina de superficie
célula fortemente expressa na maioria dos canceres de prdstata, ao marcar esta proteina com
fllor-18, isétopo radioativo do atomo de fltior, obtém-se a molécula do ¥F-PSMA-1007, Fig.
1, que possui uma alta afinidade aos receptores expressos nas células cancerosas [4]. Essa
elevada afinidade resulta no acimulo do radiofarmaco na area tumoral, permitindo a obtencédo
de imagens PET, que revelam a presenca do tumor, assim como sua agressividade e extensao

[5].
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Fig. 1: Molécula *F-PSMA-1007. Férmula molecular modificada pelo autor [6]

Em relacdo a producéo do radiofarmaco, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
determina inmeros testes pré-clinicos e clinicos que devem ser realizados para garantir a
qualidade, seguranca e eficacia do farmaco, e dentre os testes pré-clinicos, estd o teste de
estabilidade radioquimica [7].

A estabilidade radioquimica refere-se a capacidade de um radiofarmaco manter sua forma
quimica e propriedades radioativas ao longo do tempo, ou seja, desde sua producdo até a
realizagdo da imagem [8]. Qualquer alteracdo na estrutura quimica do radiofarmaco pode afetar
sua distribuicdo, metabolizacdo e excregdo, assim comprometendo a preciséo e a qualidade das
imagens PET [9]. Ademais, uma vez que o radiofarmaco ®F-PSMA-1007 é administrado por
via intravenosa, 0 sangue é o primeiro local do corpo em que a molécula se distribui, assim
dando inicio aos processos farmacocinéticos essenciais para obtencdo de imagens bem-
sucedidas [10].

Portanto, a estabilidade radioquimica do radiofarmaco no sangue é fundamental para sua
eficacia, e um resultado positivo na andlise de estabilidade radioquimica in-vitro sugere uma
boa estabilidade in-vivo [11]. O presente estudo avaliou especificamente a estabilidade
radioquimica do ®F-PSMA-1007em soro fetal bovino (SFB), com o objetivo de predizer sua
estabilidade no ambiente sanguineo.

2. METODOLOGIA

O radiofarmaco *F-PSMA-1007 foi produzido a partir do método validado na Unidade de
Pesquisa e Producdo de Radiofarmacos do Centro de desenvolvimento da Tecnologia Nuclear
(CDTN). A estabilidade radioquimica foi avaliada pelo periodo total de 120 minutos, em quatro
tempos: (T0) tempo inicial; 30 minutos (T1); 60 minutos (T2); 120 minutos (T3). O tempo de
incubacao foi determinado a partir do tempo maximo recomendado entre a injecdo intravenosa
do BF-PSMA-1007 e o inicio da aquisicdo da imagem PET, abrangendo todo o intervalo de
biodistribuicdo in-vivo do radiofarmaco.

O tempo TO foi correspondente ao controle de qualidade do radiofarmaco, ndo passando pela
etapa de incubacdo. Para os tempos T1, T2 e T3, os eppendorfs foram incubados em duas
temperaturas a 37°C (em cadmara climéatica com 60% de umidade relativa) e 4°C (em geladeira).
Os mesmos foram preenchidos com partes iguais de radiofarmaco e SFB (inativado e isento de
mycoplasma).
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Apds cada respectivo periodo de incubagdo, houve a precipitacdo das proteinas da solucdo por
meio da adi¢do de acetonitrila fria, seguido de um processo de centrifugacgdo (13.500 rpm por 10
minutos). Em decorréncia destes processos é observada a formagdo de duas fases no eppendorf,
a primeira correspondente a um pellet no fundo do eppendorf (proteinas presentes na solucéo,
oriundas do no soro fetal bovino) e a segunda uma fase turva (o sobrenadante, correspondente
ao radiofarmaco livre e a fase aquosa do SFB). Com o auxilio de uma seringa, o sobrenadante
de cada eppendorf foi retirado e filtrado em um filtro hidrofilico poro de 0,22 pm.
Posteriormente a este procedimento cada filtro foi rinsado com 1 mL de solucdo de rinsagem
(dgua e acetonitrila 1:1).

Para a analise da estabilidade radioguimica, o sobrenadante filtrado foi analisado por meio de
um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) modelo Agilent HP 1200 (CRLPD-01)
equipado com um detector de radioatividade (Raytest — Gabi Star) e UV-VIS com comprimento
de onda de 225 nm. Utilizou-se coluna Zorbax C18 (150 x 4,6) mm, 2,7 um, como fase movel
utilizou-se uma solucdo fosfato pH 2,5 (Fase movel A) e acetonitrila (Fase movel B), modo
gradiente com fluxo de 1 mL/min. A anélise foi realizada por meio do método j& desenvolvido e
validado para controle de qualidade do ®F-PSMA-1007 na UPPR. Para comprovagdo da
identificacdo do PSMA-1007 (18F) foi realizada a comparacdo com o tempo de retencdo do
padrdo de referéncia do PSMA-1007 (10 ppm).

Para a realizagdo das analises no cromatografo € necessario que, previamente, seja assegurado a
adequabilidade do seu sistema. A adequabilidade é determinada por meio de dois parametros. O
primeiro pardmetro corresponde a variabilidade das inje¢cBes em triplicata do padrdo PSMA-
1007 (10 ppm). Nesse caso, 0 desvio padrdo relativo aceito para a area da triplicata é de até 5%
e a média do tempo de retencdo (Tr) deve ser de oito minutos, aproximadamente. O segundo
parametro corresponde a resolu¢do minima entre os picos cromatogréficos determinados para a
impureza C e a impureza D. A impureza C (Fig. 2 a) corresponde ao produto da reacdo do
precursor com o grupo hidroxila ao invés do fluoreto e a impureza D (Fig. 2 b) corresponde ao
precursor da sintese, N,N,N-trimetil-5-((2,3,5,6-tetrafluorofenoxi)-carbonil)piridina-2-amino
trifluorometanos-sulfonato. E preciso que haja uma resolucio superior a 1 entre os picos destas
impurezas para que caso as mesmas aparecam durante a analise das amostras, seja possivel sua
identificacdo de maneira efetiva.
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Fig. 2: Impurezas conhecidas do F-PSMA-1007 descritas na monografia europeia do
radiofarmaco [12]
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Em relagdo aos critérios de aceitacdo utilizados para determinar a estabilidade radioquimica, 0s
mesmos sdo fundamentados na monografia do ®F-PSMA-1007 na farmacopeia europeia, uma
vez que a farmacopeia brasileira ndo possui monografia para o fArmaco em questdo. Deste
modo, os critérios para a determinacéo da estabilidade sdo: o Tr da amostra deve ser semelhante
ao Tgr do padrdo (~8,0 minutos) podendo diferir deste em até + 0,5 minutos; a area
correspondente ao ¥F-PSMA-1007 deve ser no minimo 91,00% da radioatividade total (ndo
podendo ser superior a &rea do pico obtido para o padrdo); a area de qualquer impureza ndo
conhecida ndo pode ser superior a area do pico obtido para o padrdo e a soma das areas de
quaisquer picos significativos ndo deve superior a 5 vezes a area do pico obtido para o padréo.
Vale ressaltar que, segundo a monografia, impurezas que possuem a area menor do que 0,3
vezes a area do padrdo PSMA 10 ppm podem ser consideradas despreziveis.

3. RESULTADOS

Os resultados da andlise de adequabilidade do sistema atenderam os critérios de aceitacéo
estabelecidos. Em relacdo a injecdo em triplicata do padrdo, Tab. 1, observou-se um DPR de
3,60% para as areas do padrdo, dentro do limite aceito de até 5%, e um Tg médio entre as
triplicatas de 8,13 minutos. Além disso, a resolucdo obtida entre os picos das impurezas C e D
foi de 1,1 (Fig. 3), também atendendo critério de aceitagdo (>1).

Tab. 1: Valores de tempo de retencéo (Tr)e area (mAu) obtidos por meio dos cromatogramas
do CLAE na regido do UV (A = 225 nm) das injecBes em triplicata do padrdo do PSMA 10ppm
para a verificagdo da adequabilidade do sistema.

Tr(Min) | Area (mMAU)
8,10 1030,2750
10ppm : :
8,11 966,1779
Média 8,13 989,1917
DP - 35,6651
DPR - 3,6055
mAU 1) UV_A
150 g 8
100 B
50
00700 ' 01700 ' 0200 83700 ' 04700 ' 05700 ' 06700 " 07700 ' 08100 0900 10700 " 'min

Fig. 3: Cromatograma obtido por meio da CLAE na regido do UV (A = 225 nm). Injecdo da
solucdo de impurezas conhecidas, impurezas C e D. Impureza C: Trde 7,26 minutos. Impureza
D: Trde 7,11 minutos. Resolucdo entre os picos de 1,1.
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Em relacdo ao tempo correspondente ao controle de qualidade do farmaco (TO0), os critérios de
aceitacdo foram atendidos. O Tr da amostra foi semelhante ao padrdo (diferindo em 0,03
minutos), Fig. 4; a radioatividade foi de 98,70% (Fig. 5); as areas das impurezas foram menores
do que a média das &reas da triplicata do padrdo 10 ppm (989,20 mAU); as impurezas
encontradas estavam dentro da classificacdo de despreziveis e a soma de areas das mesmas
estava dentro do limite, ou seja, menor que cinco vezes a area do padrdo de PSMA (Tab. 2).
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Fig. 4: Cromatograma obtido por meio da CLAE na regido do UV (A = 225 nm). Injecdo da
amostra de *F-PSMA-1007 no TO. Tr da amostra = 8,08 minutos.

Vale ressaltar que, o pico proeminente (Tr ~ 2 min) observado no cromatograma da injecéo da
amostra, Fig.4, corresponde ao ascorbato de sddio excipiente da formulagdo, utilizado como
estabilizador uma vez que evita a radidlise [13].
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Fig. 5: Cromatograma obtido por meio da CLAE acoplado ao detector de radioatividade Raytest
— Gabi Star. Injecdo da amostra de ®F-PSMA-1007 em TO0. Tr da amostra = 8,10 minutos. Area
do pico (%): 98,70.

Tab. 2: Valores das areas dos picos das impurezas encontrados no cromatograma da Fig. 5. As
areas foram menores que a do padrao 10 ppm (989,20 mAu), assim estando dentro da
especificagdo. As impurezas encontradas foram classificadas como despreziveis, pois todas sdo
menores que 0,3 x a area do padrdo de PSMA 10ppm (296,76 mAu) e a soma de areas das
mesmas estava dentro do limite, ou seja, menor que cinco vezes a area do padrdo de PSMA
(4945,96 mAuU)

Area (mAu)
Impureza 1 338,27
Impureza 2 107,45
Impureza 3 553,18
Impureza 4 98,75
Total 1097,64
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Apdbs a adequacdo do sistema e a realizacdo do controle de qualidade do farmaco (T0), foi
realizada a avaliacdo da estabilidade radioquimica da amostra durante os tempos T1, T2 e T3.
Considerando os dados obtidos, em todos os tempos e em ambas as temperaturas a amostra
atendeu os critérios para a determinagéo da estabilidade.

Nos tempos T1, T2 e T3 o Tr da amostra foi semelhante ao Tr do padrdo (~8,0 minutos)
diferindo em até + 0,5 minutos, em ambas as temperaturas (Tab. 3).

Tab. 3: Diferenca entre o Tr da amostra e da média do Tr padrdo (8,13 minutos) nos tempos T1,
T2 e T3 emambas as temperaturas de analise, 37 e 4°C

o . A Tr padrdaoe o Tr Tr4°C A Tr padridoe o Tr
Tr37°C (min.) da ar?mstra (min) (min.) da ar[r)mstra (min)
T1 8,08 -0,05 8,07 -0,06
T2 8,08 -0,05 8,07 -0,06
T3 8,08 -0,05 8,10 -0,03

O critério de aceitagdo de porcentagem minima da radioatividade de PSMA-1007 (18F) em
relagdo a radioatividade total foi observado em todos os tempos (>91%), indicando pureza
radioquimica satisfatoria. Em TO a radioatividade do farmaco em relagdo ao todo foi de
98,70% e nos demais tempos de 100%. Salienta-se, que ndo houve um aumento da pureza
radioquimica da amostra entre 0 TO e 0s demais tempos. Conforme evidenciado na Fig. 5, em
TO h& a quantificacdo de um pico com Tr de 1,41 e area percentual de 1,30%, sendo este
identificado como correspondente a fltor-18 livre. O flior-18 livre corresponde a uma impureza
radioquimica que, ao passar do tempo, devido ao decaimento radioativo, acaba se tornando
insignificante nos tempos T1, T2 e T3 (Fig.6 a 8), em que se observa PSMA-1007 (18F) com
pureza radioguimica de 100%. Deste modo, ndo ha um aumento da pureza radioquimica da
amostra entre 0 TO e os demais tempos e sim uma influéncia do decaimento radioativo na
deteccdo da amostra no qual, a radioatividade associada ao radiofarmaco diminui, assim como a
radioatividade da impureza, que passa a ser ndo detectavel.
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Fig. 6: Cromatograma obtido por meio da CLAE acoplado ao detector ultravioleta (A = 225 nm)
e de radioatividade Raytest — Gabi Star. Injecdo da amostra de ¥F-PSMA-1007 em T1. (a)
37°C. (b) 4°C.
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Fig. 7: Cromatograma obtido por meio da CLAE acoplado ao detector ultravioleta (A = 225 nm)
e de radioatividade Raytest — Gabi Star. Injecdo da amostra de F-PSMA-1007 em T2. (a)
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Fig. 8: Cromatograma obtido por meio da CLAE acoplado ao detector ultravioleta (A = 225 nm)
e de radioatividade Raytest — Gabi Star. Injecdo da amostra de F-PSMA-1007 em T3. (a)
37°C. (b) 4°C.

Todas as impurezas marcadas nos cromatogramas foram consideradas despreziveis, pois nao
houve impureza que apresentou area superior a do padrdo 10 ppm e a soma das mesmas nao
ultrapassou o limite de cinco vezes a area do padrdo 10 ppm.

Deste modo, foi possivel observar que a amostra permaneceu estavel tanto a 4°C como a 37°C,
em todos os tempos analisados.

4. CONCLUSAO

Dado o exposto, conclui-se que o radiofarmaco PSMA-1007 (18F) apresentou estabilidade
radioquimica satisfatéria ao ser incubado em SFB por até 120 minutos. Como discutido
previamente, a estabilidade radioquimica in-vitro evidenciada no teste pré-clinico em questdo €
sugestiva que o farmaco possui uma equivalente estabilidade in-vivo, fato este que comprova a
garantia da seguranca e eficacia para o uso in-vivo, seja para estudos pré-clinicos em animais ou
clinicos em humanos.
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