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RESUMO 

 
 
SILVA FERREIRA DOS SANTOS, C. Estudos de Adequação da Radiomarcação 
do PSMA-1007 com flúor-18 – Validação da Metodologia Analítica e Avaliação pré-
clínica no Diagnóstico de Câncer de Próstata. 2022. 188 p. Dissertação (Mestrado 
em Tecnologia Nuclear) – Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares – IPEN – 
CNEN/SP. São Paulo 

 

 

O PSMA-1007-18F é um radiotraçador desenvolvido para procedimento 

diagnóstico de câncer de próstata por tomografia de emissão de pósitrons. Por 

ser marcado com o radionuclídeo flúor-18, que possui energia de pósitrons 

baixa, oferece melhor qualidade de imagem, e a meia-vida física de 110 

minutos permite o transporte para centros de medicina nuclear mais distantes, 

sendo estas algumas vantagens em relação ao radiofármaco PSMA-11 

marcado com gálio-68. Além disso, o PSMA-1007-18F é eliminado 

principalmente pela via hepatobiliar, apresentando quase nenhuma atividade 

pela via urinária, proporcionando condições ideais para a detecção de lesões 

focais da próstata. A produção do PSMA-1007-18F em módulo de síntese 

automatizado obteve rendimento de marcação médio de 47,4% ± 21,5% e os 

resultados analíticos apresentaram resultados satisfatórios, com exceção do 

teor de etanol em alguns lotes. A porcentagem média de pureza radioquímica 

do PSMA-1007-18F foi de 95,89% ± 1,32%, utilizado fitas de silica gel com base 

de alumínio para a determinação do flúor-18 livre em cromatografia de camada 

delgada. A validação dessa metodologia analítica para determinação do flúor-

18 foi realizada com o produto radiomarcado. A robustez do método 

cromatográfico usado para a detecção do tetrabutilamônio foi demonstrada. Os 

ensaios pré-clínicos contaram com duas linhagens de animais (BALB/c e SCID) 

e com a linhagem tumoral LNCaP, células que apresentam receptores de 

PSMA. Nos estudos de competição foi possível atestar a especificidade do 

radiofármaco com alta captação no tumor, com bloqueio efeitvo do material 

radioativo em 31,88%. Os ensaios de biodistribuição e de farmacocinética 

corroboraram resultados da literatura referentes à ligação específica do 

radiofármaco pelo PSMA, demonstrando captação elevada em órgãos que 



 
 

expressam essa glicoproteína. As imagens de tomografia por emissão de 

pósitrons do PSMA-1007-18F em animais com tumor com e sem a presença do 

agente competidor PSMA I&T corroboraram a especificidade. Os resultados 

apresentados neste trabalho serão importantes para implantação da produção do 

PSMA-1007-18F, complementando os estudos no país sobre este radiotraçador, 

viabilizando sua comercialização mediante notificação ou registro junto à ANVISA. 

 

Palavras-chave: PSMA-1007; câncer de próstata; flúor-18; validação do CCD-

SG para pureza radioquímica; PET/CT. 

 

 



 
 

SUMMARY 

 

SILVA FERREIRA DOS SANTOS, C. Studies on the Adequacy of Radiolabeling 
of PSMA-1007 with fluorine-18 - Validation of Analytical Methodology and 
Preclinical Evaluation in the Diagnosis of Prostate Cancer. 2022. 188 p. 
Dissertação (Mestrado em Tecnologia Nuclear) – Instituto de Pesquisas 
Energéticas e Nucleares – IPEN – CNEN/SP. São Paulo 

 

 

The PSMA-1007-18F is a radiotracer developed for the diagnostic 

procedures of prostate cancer by positron emission tomography. Because it is 

labeled with the fluor-18 radionuclide, which has low positron energy, it offers 

better image quality, and the physical half-life of 110 minutes allows transport to 

more distant nuclear medicine centers, these being some advantages in relation 

to the radiopharmaceutical PSMA-11 labeled with gallium-68. In addition, 

PSMA-1007-18F is mainly eliminated via the hepatobiliary route, with almost no 

urinary activity, providing ideal conditions for detecting focal prostate lesions. 

The production of PSMA-1007-18F in an automated synthesis module obtained 

an average labeling yield of 47.4% ± 21.5% and the analytical results showed 

satisfactory results, with the exception of the ethanol content in some batches. 

The average percentage of radiochemical purity of PSMA-1007-18F was 95.89% 

± 1.32%, using aluminum-based silica gel strips for the determination of free 

fluorine-18 in thin layer chromatography. The validation of this analytical 

methodology for the determination of fluorine-18 was carried out with the 

radiolabeled product. The robustness of the chromatographic method used for 

the detection of tetrabutylammonium was demonstrated. The preclinical trials 

were carried out with two animal lines (BALB/c and SCID) and tumor line 

LNCaP cells that present PSMA receptors. In competition studies it was 

possible to attest the specificity of the radiopharmaceutical with high uptake in 

the tumor, with effective blockade of the radioactive material in 31.88%. The 

biodistribution and pharmacokinetics assays corroborated literature results 

regarding the specific binding of the radiopharmaceutical by PSMA, showing 

high uptake in organs that express this glycoprotein. Positron emission 

tomography imaging of 18F-PSMA-1007 in tumor animals with and without the 



 
 

presence of the competing agent PSMA I&T supports this fact. The results 

presented in this work will be important for the implementation of 18F-PSMA-

1007 production, complementing the studies in the country on this radiotracer, 

making its possible commercialization upon notification or registration with 

ANVISA. 

 

Keywords: PSMA-1007; prostate cancer; 18F-fluoride; TLC-SG validation for 

radiochemical purity; PET/CT. 
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1 INTRODUÇÃO 

O câncer de próstata é a doença mais frequentemente diagnosticada em 

homens em 112 países, seguido pelo câncer de pulmão em 36 países, câncer 

colorretal e câncer de fígado em 11 países. Com relação à mortalidade, o 

câncer de pulmão é a principal causa de morte por câncer em homens em 93 

países, seguido pelo câncer de próstata em 48 países e câncer de fígado em 

23 países. No entanto, as taxas de mortalidade por câncer de próstata 

diminuíram na maioria dos países de alta renda desde meados da década de 

1990, incluindo a América do Norte, Oceania e Europa do Norte e Ocidental, 

refletindo os avanços no tratamento e detecção precoce da doença (SUNG et 

al., 2021). 

Muitos cânceres de próstata são detectados com base em níveis 

elevados do antígeno específico da próstata (PSA > 4 ng/mL), uma 

glicoproteína normalmente expressa pelo tecido da próstata. No entanto, como 

níveis de PSA elevados podem ser encontrados em homens sem câncer, 

normalmente é indicada a realização de biópsia do tecido para confirmação da 

presença da doença (RAWLA, 2019). 

Atualmente, por meio da medicina nuclear, o diagnóstico por imagem de 

alvos moleculares específicos do câncer de próstata possibilita o diagnóstico 

de maneira precoce e mais precisa, podendo levar a uma melhor gestão dos 

pacientes com a doença. Duas modalidades de imagem molecular mais 

comumente usadas para diagnóstico ou tratamento de câncer são a tomografia 

computadorizada por emissão de fóton único e a tomografia por emissão de 

pósitrons, usando radiofármacos. A imagem molecular com radiofármacos 

permite a detecção não invasiva mais precisa dos vários processos 

moleculares e celulares ativos em pacientes com câncer de próstata. Na 

prática, as informações funcionais do PET (Positron Emission Tomography) ou 

SPECT (Single Photon Emission Computer Tomography) são quase sempre 

adquiridas simultaneamente com as informações anatômicas fornecidas por 

meio de tomografia computadorizada (computed tomography - CT) ou 

ressonância magnética (RM). As técnicas de imagem híbrida, que combinam 

informações funcionais e morfológicas, resultam no diagnóstico mais preciso. 
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Atualmente, ambas as técnicas de imagem híbrida são usadas rotineiramente 

na prática clínica moderna, não apenas como a principal ferramenta de 

estadiamento no câncer de próstata, mas também em pacientes com suspeita 

de recorrência da doença (OKARVI, 2019). 

O PSMA é uma glicoproteína transmembrana do tipo II que é 

superexpressa em quase todas as células cancerígenas da próstata, quando 

comparadas com as células prostáticas normais. O nível de expressão de 

PSMA aumenta com o aumento do grau do tumor, estágio patológico e 

recorrência bioquímica. Desde a década de 1980, vários estudos foram 

realizados a fim de desenvolver ligantes para as regiões específicas do 

domínio intra ou extracelular do PSMA, começando com anticorpos 

monoclonais marcados com diferentes radioisótopos para imagens com 

aplicação na medicina nuclear (RUANGMA et al., 2018). 

Além do desenvolvimento de anticorpos monoclonais contra PSMA, 

pequenas moléculas com afinidade alta e inibidores de PSMA ganharam muito 

interesse devido ao seu tamanho, proporcionando melhor penetração no tumor 

do que os anticorpos. Esses inibidores de PSMA são divididos em três famílias: 

à base de fósforo, à base de tiol e à base de ureia, sendo que os inibidores à 

base de ureia têm maior afinidade e especificidade, além de internalização 

rápida e eficiente nas células-alvo. Vários estudos clínicos avaliando ligantes 

de PSMA foram realizados, dentre eles, os compostos marcados com Ga-68 e 

F-18, que têm atraído atenção por serem usados para imagens PET na 

medicina nuclear (RUANGMA et al., 2018). 

Exemplos de ligantes de PSMA a base de ureia e radiomarcados com F-

18 estão ilustrados na Figura 1. 
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Figura 1 – Inibidores de PSMA à base de ureia Bi-PSMA-18F e DCPyL-18F 

 
Fonte: Autor 

O radiotraçador PSMA-específico mais amplamente estudado e que 

possui mais ensaios clínicos em andamento é o PSMA-HBED-CC-68Ga, 

também descrito como PSMA-11-68Ga. Apesar do PSMA-11-68Ga ser o 

radiotraçador líder em imagens PET/CT para câncer de próstata, há vantagens 

dos traçadores marcados com flúor-18 em relação ao gálio-68. Inicialmente, os 

radiotraçadores marcados com flúor-18 podem ser produzidos em alta escala 

por meio da produção de F-18 em aceleradores cíclotron, tendo vantagem 

sobre os lotes produzidos a partir do Ga-68, obtido por meio de gerador 
68Ge/68Ga. O gálio-68 tem uma meia-vida física de 68 minutos, limitando seu 

uso para o centro produtor, diferente do flúor-18 que possui uma meia-vida de 

110 minutos, podendo ser distribuído para centros clínicos mais distantes com 

a dose necessária em pronta-entrega. Além disso, a energia liberada pelo 

gálio-68 é maior em comparação com o flúor-18, tornando a identificação de 

pequenas lesões em imagens PET um desafio (FOLEY et al., 2020). 

O PSMA-1007-18F é um radiotraçador PSMA-específico da terceira 

geração de compostos à base de ureia marcados com flúor-18, que exibe  

depuração sanguínea rápida e quantidades mínimas de atividade são 

apresentadas no trato urinário, visto que sua excreção é feita primariamente via 

hepatobiliar. Clinicamente, uma concentração alta de agentes radioativos para 

imagens PET na bexiga e na uretra pode interferir no diagnóstico da doença, 

dificultando a detecção de recorrência local na próstata e linfonodos pélvicos. 
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Assim, sua farmacocinética se torna única, e vem chamando a atenção nos 

últimos anos (GIESEL et al., 2019). 

RAHBAR et al. (2018b) avaliaram o desempenho do PSMA-1007-18F na 

detecção de lesões de câncer de próstata em pacientes com recidiva 

bioquímica, com exames de PET/CT, em 100 pacientes analisados 

retrospectivamente. A taxa de PET-positivo no presente estudo foi maior do 

que a taxa de detecção em um estudo que investigou o desempenho do 

PSMA-11-68Ga em exames PET/CT em 1.007 pacientes com recidiva 

bioquímica. Os resultados encontrados pelo grupo indicam que o PSMA-1007-
18F possui sensibilidade maior do que o PSMA-11-68Ga. Atualmente, o 

composto PSMA-1007-18F possui monografia publicada na Farmacopeia 

Europeia, oficializando sua atuação no campo da medicina nuclear no exterior. 

No Brasil, o PSMA-1007-18F pode ser produzido e comercializado mediante 

notificação, por unidades produtoras que demonstrem Boas Práticas de 

Fabricação. Entretanto, o registro do radiofármaco no Brasil ampliaria o uso, 

com possibilidade de cobertura de planos de saúde ou para o sistema único de 

saúde (SUS), a partir de estudos que demonstrem a eficácia e segurança do 

radiofármaco. Sua relevância na detecção e avaliação de lesões de câncer de 

próstata é alta, podendo ser um grande aliado no manejo de paciente com 

câncer de próstata no Brasil. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Produzir o radiofármaco PSMA-1007-18F, avaliando a adequabilidade dos 

parâmetros de síntese, contribuindo para a validação de metodologias 

analíticas empregadas no controle de qualidade e realizando ensaios pré-

clínicos, necessários para suportar os registros do radiofármaco junto à 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). 

2.2 Objetivos específicos 

Os objetivos específicos deste trabalho foram: 

 Realizar a síntese do radiofármaco PSMA-1007-18F em módulo 

automatizado e avaliar a adequabilidade; 

 Realizar o controle de qualidade dos lotes produzidos do radiotraçador, 

comtemplando todos os ensaios farmacopeicos, a fim de demonstrar 

sua aplicabilidade na rotina laboratorial; 

 Avaliar a eficiência de métodos cromatográficos na determinação da 

pureza radioquímica do composto radiomarcado e desenvolver protocolo 

para validar a metodologia analítica escolhida para a avaliação de 

pureza radioquímica; 

 Estudar a robustez do método de determinação da impureza química 

tetrabutilamônio (TBA); 

 Realizar estudos de ligação do PSMA-1007-18F às células tumorais in 

vitro; 

 Avaliar a capacidade de internalização do radiofármaco em células 

tumorais in vitro; 

 Analisar a biodistribuição, farmacocinética e especificidade de ligação do 

PSMA-1007-18F ao tumor em modelo experimental in vivo, por método 

invasivo e de imagem PET; 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 Câncer de Próstata 

O câncer é uma doença caracterizada pela mutação no DNA, que 

resulta no crescimento descontrolado da célula mutada. O termo câncer, 

embora frequentemente usado para todas as neoplasias, por definição, refere-

se somente à neoplasia maligna. (KLAUNIG, 2020)  

Segundo a Global Cancer Observatory – GLOBOCAN (WHO, 2020), a 

estimativa de novos casos de câncer no mundo de 2020 até 2040 é de quase 

onze milhões, e o câncer de próstata (CP) representa um milhão e vinte mil 

novos casos nesta estatística. No Brasil, no ano de 2025, estima-se uma 

incidência de quase seiscentos e oitenta e sete mil novos casos de câncer, e 

ao final do ano 2030, um total de cento e trinta e seis mil casos de câncer de 

próstata. Segundo o Instituto Nacional de Câncer (INCA), o CP é o segundo 

mais comum entre os homens, ficando atrás somente para o câncer de pele 

não melanoma (INCA, 2021).  

A próstata é uma glândula situada logo abaixo da bexiga e presente 

somente no corpo humano masculino (figura 2). Este pequeno órgão envolve 

uma porção da uretra, tubo pelo qual a urina é eliminada, além de produzir 

parte do sêmen. A próstata pode ter um crescimento benigno conforme a idade 

avançada, já o seu crescimento anormal pode se tornar um tumor maligno 

(INCA, 2021). 
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Figura 2 - Ilustração da próstata e do câncer de próstata 

 
Fonte: Adaptado de MAYO CLINIC, 2021 

O câncer de próstata começou a ser considerada uma forma distinta de 

doença no final do século XIX, quando os médicos encontraram problemas 

práticos em relação ao seu tratamento. A cirurgia, que se baseia na retirada de 

uma grande massa de tecido que envolve a próstata, no fundo da pélvis, 

cercada por órgãos e vasos vitais, traz riscos associados e efeitos colaterais 

em longo prazo, não proporcionando uma cura consistente e eficaz. No final da 

década de 1960, o pesquisador Richard J. Ablin da Universidade de Búffalo em 

Nova York começou a investigar a imunologia da próstata e identificou o 

antígeno prostático específico (PSA) presente no sangue, que se eleva à 

medida que a próstata aumenta seu volume. Posteriormente, outra equipe da 

mesma universidade desenvolveu um ensaio para a identificação do PSA, 

patenteado em 1984, que em poucos anos se tornou uma das técnicas de 

rastreamento mais utilizadas para o diagnóstico de câncer de próstata 

(BARNETT, 2018). 

A maioria dos casos diagnosticados de câncer de próstata é detectada 

pelo teste de PSA sérico anormal, levando à biópsia transretal para sua 

confirmação. A biópsia foi desenvolvida em 1920 e aprimorada em 1966 com a 

escala de Gleason, criada pelo patologista americano Donald Gleason que 
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pontua uma dada amostra de CP baseada em sua aparência microscópica 

(BARNETT, 2018; BORLEY; FENELEY, 2009). 

Mesmo sendo a técnica mais usada para a detecção de CP, a 

especificidade do teste de PSA é limitada, com uma alta taxa de falso-positivos 

levando a biópsias desnecessárias, além de resultar em tratamentos cirúrgicos 

dispensáveis que podem causar danos durante a vida do paciente. Assim, com 

a finalidade de melhorar o poder diagnóstico desse marcador, em 2013 foi 

desenvolvido o índice PHI, denominado índice de saúde da próstata (do inglês 

Prostate Health Index) que relaciona, matematicamente, os resultados das 

medidas da isoforma do PSA [-2]proPSA (identificada como p2PSA), do PSA 

total e da fração livre do PSA. O PHI é um exame de sangue simples e barato, 

e vários estudos prospectivos internacionais demonstraram superar as 

medições convencionais de PSA e PSA livre, além de estar consistentemente 

associado à pontuação de Gleason (LOEB; CATALONA, 2014). 

A Sociedade Brasileira de Patologia Clínica/Medicina Laboratorial 

(SBPC/ML) e a Sociedade Brasileira de Urologia (SBU) aprovaram o PHI como 

uma atualização na vigilância do CP, devendo ser considerada como parte do 

arsenal urológico padrão para decisões de biópsia, tratamento de risco e 

seleção de tratamento (SBPC, 2018). 

É importante ressaltar que o CP é uma doença silenciosa, com sintomas 

comumente associados a outras enfermidades como dificuldade ao urinar e 

sangue presente na urina. Usando essas ferramentas de triagem em homens 

assintomáticos, há grande probabilidade de ter um diagnóstico precoce da 

doença e levar a um tratamento nos estágios iniciais da doença (BORLEY; 

FENELEY, 2009). 

Os exames de estadiamento são feitos para avaliar a disseminação da 

doença no paciente, que reúnem exames de imagem e exames laboratoriais 

como hemograma completo, função hepática, testosterona e coagulograma. O 

tratamento compreende a prostatectomia radical, radioterapia externa, 

braquiterapia e terapia hormonal, sendo que cada tratamento depende do grau 

da doença e da condição do paciente. Em casos de recidiva bioquímica (RB), a 

Sociedade Brasileira de Oncologia Clínica (SBOC) atualizou para o ano de 
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2020 suas diretrizes de tratamentos oncológicos para próstata. Agora seus 

guias de conduta para doença localizada (SBOC, 2021b) e doença avançada 

(SBOC, 2021a) incluem exames de imagem PET em conjunto com a 

tomografia computadorizada, utilizando radiofármaco à base de PSMA 

marcado com gálio-68. 

3.2 Uso do Radiofármaco na Medicina Nuclear  

A medicina nuclear é um dos campos da medicina que faz uso da 

radiação para o tratamento e o diagnóstico de doenças. Ela combina áreas da 

química, física, farmácia e biologia, fornecendo informações que auxiliam na 

avaliação clínica do paciente (LOVELAND et al., 2017). 

É importante ressaltar que nem toda terapia com radiação está vinculada 

à medicina nuclear, como a braquiterapia e a teleterapia, que envolvem fontes 

seladas e externas de radiação, respectivamente. O mesmo conceito é 

aplicado a exames de imagens, sendo que exames de raios-X, ultrassom e 

ressonância magnética não fazem parte da medicina nuclear, e sim da 

radiologia (VARGA, 2018). 

A medicina nuclear emprega radionuclídeos como fontes não seladas 

chamadas de radiofármaco, medicamento constituído por um fármaco e um 

radionuclídeo. O componente farmacêutico permite que o composto se localize 

preferencialmente nos órgãos ou participe de alguma função biológica. Já o 

radionuclídeo é um núcleo instável que passa por um ou mais processos de 

decaimento a fim de obter sua estabilidade. Assim, o radiofármaco nada mais é 

que um marcador radioativo que emite radiação para o local alvo no qual está 

acumulado (em casos de terapia) ou para fora do paciente (no caso de 

imagem), indicando o órgão de interesse (SAHA, 2010). 

O radiofármaco não é um medicamento tradicional, pois normalmente 

não produz efeito farmacológico sobre o paciente devido à concentração 

extremamente baixa, administrada por via endovenosa, oral ou por inalação 

(VARGA, 2018). 

Os radionuclídeos que são produzidos de maneira natural raramente são 

utilizados na medicina nuclear, sendo os que apresentam mais utilidade são 
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produzidos artificialmente em reatores de pesquisa, aceleradores de partículas 

ou através de um gerador de radionuclídeos. Em reatores nucleares são 

usadas reações de captura de nêutrons (n,γ ou n,p) e fissão do urânio-235 

(235U) para a produção de radionuclídeos, no qual estes são ricos em neutrons 

e se estabilizam por decaimento beta (β-) (VENKATESH; KANG, 2021). 

Normalmente, estes radionuclídeos com emissão de partículas beta possuem 

tempo de meia-vida física (T1/2) longa, enquanto que radioisótopos com meia-

vida mais curta podem ser produzidos em aceleradores cíclotron ou por meio 

de geradores (OLIVEIRA et al., 2006). 

Em aceleradores de partículas, a produção mais comum de 

radinuclídeos para uso médico ocorre através de reações induzidas pelo 

próton/dêuteron produzindo radioisótopos deficientes em nêutrons, que se 

estabiliza através da emissão de pósitrons (β+) ou por captura de elétrons 

(VENKATESH; KANG, 2021). Em geradores, o radioisótopo é obtido a partir de 

um radionuclídeo com T1/2 longo, no qual suas propriedades químicas são 

diferentes da do radioisótopo produzido com T1/2 curta, sendo facilmente 

separados como é o caso do gerador 99Mo/99mTc que decai emitindo radiação 

gama (γ) (OLIVEIRA et al., 2006). 

As radiações emitidas dos radionuclídeos são partículas ou ondas 

eletromagnéticas, produtos da estabilização da estrutura e da dinâmica do 

núcleo instável do átomo. O tipo de emissão, a energia e tempo de meia-vida 

são os aspectos que determinam sua aplicação e, consequentemente, a 

finalidade diagnóstica ou terapêutica do radiofármaco. A escolha de um 

radionuclídeo também depende da sua disponibilidade, do custo envolvido na 

sua produção e marcação e, principalmente, da sua afinidade pelo substrato 

para ter um radiofármaco estável. Assim, evita-se que ocorra dissociação e a 

produção de produtos secundários, causando efeitos indesejáveis na aplicação 

como sua deposição em um órgão não-alvo, oferecendo dose de radiação 

desnecessária ao paciente (SAHA, 2010; LOVELAND et al., 2017). 

3.2.1 Imagem molecular 

A Imagem molecular (IM) é definida como a visualização e 

caracterização da interação entre o órgão ou tecido alvo e o agente de 
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imagem, fornecendo informações sobre suas estruturas e funções, assim como 

processos biológicos em nível molecular e celular (JOSEPHS et al., 2009). 

Os radiofármacos podem ser usados como agentes de imagem por 

constituírem um componente sinalizador e um componente específico, que 

interage com o órgão-alvo. Cerca de 90% dos procedimentos diagnósticos da 

medicina nuclear correspondem à imagem molecular, fornecendo informações 

predominantemente bioquímico-funcionais (SIMAL, 2011). 

A figura 3 representa o princípio de realização das imagens em exames 

PET e SPECT empregando radiofármacos. Para as imagens PET (figura 3, A) 

são usados radioisótopos de decaimento por pósitrons, no qual os pósitrons 

viajam pelo espaço até se aniquilarem por colisão com um elétron, produzindo 

dois raios γ com energia de 511 keV liberados em direções opostas. Esses 

raios γ são reconhecidos como fótons de coincidência pelo anel detector, 

sendo usados para reconstruir o ponto de origem usando informações 

espaciais e temporais. Já para as imagens SPECT (figura 3, B) geralmente são 

usadas duas câmaras gama que giram em torno do paciente para coletar os 

raios gama emitidos pelos radionuclídeos, sendo estes normalmente com T1/2 

mais longa do que os usados em PET, indo de horas a dias, frequentemente 

usado para analisar processos cinéticos mais lentos (HAEDICKE et al., 2018). 

. 
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Figura 3 - Princípio da formação da imagem PET (A) e SPECT (B) 

 

Fonte: HAEDICKE et al., 2018 (tradução livre). 

Uma grande variedade de tecnologias em IM foi se desenvolvendo e 

evoluindo nos últimos tempos, incluindo ultrassom, tomografia 

computadorizada, imagem por ressonância magnética, PET e SPECT. A 

escolha da modalidade depende do processo de interesse, levando-se em 

conta a frequência e o período de aquisição da imagem, a área que será 

investigada e a resolução necessária para sua visualização. Dependendo da 



P á g i n a  | 41 
 

aplicação, uma ou mais modalidades de imagem podem ser escolhidas. CT e 

ultrassom são usados para obter informações estruturais e anatômicas, já PET 

e SPECT permitem avaliar a atividade metabólica de tumores e metástases 

(HAEDICKE et al., 2018).  

A fusão das modalidades de imagem nuclear com as anatômicas 

proporciona uma visão mais detalhada da enfermidade, mesmo em casos onde 

a mudança é mínima. Além disso, o radiofármaco usado para a construção da 

imagem não interfere nem altera a função do órgão que está sendo 

investigado, tornando a técnica muito aplicável e desejável (VARGA, 2018). 

A interação molecular entre os processos patogênicos e não patogênico 

é a base para a imagem molecular, retratando alterações anatômicas de modo 

a diagnosticar de maneira mais exata e precoce pequenas lesões e até 

metástases. Assim, a IM consegue elevar o entendimento sobre a biologia 

tumoral, bem como avaliar a presença e o estágio biológico da doença. Ela 

permite também o estudo farmacocinético e farmacodinâmico de drogas 

antitumorais, avaliar suas respostas terapêuticas e visualizar o status biológico 

de receptores e vias envolvidas no desenvolvimento tumoral (SIMAL, 2011). 

3.2.1.1 FDG-18F 

A PET/CT empregando fludesoxiglicose (18F) (FDG-18F) representa a 

técnica de imagem mais conhecida na medicina nuclear que emprega 

emissores de pósitrons. O radiofármaco FDG-18F é o mais amplamente 

utilizado para imagiologia de tumores em geral, pois pode ser usado para 

imagens de tumores cerebrais, câncer de mama, de pulmão, de cabeça e 

pescoço, além de câncer de esôfago, melanoma e colorretal (LOVELAND et 

al., 2017). 

FDG-18F é um análogo da glicose com substituição do oxigênio na 

posição C-2 por flúor-18, como pode ser visto na figura 4. Sua captação se 

torna elevada principalmente em lesões primárias de câncer e em metástases 

devido ao aumento da captação de glicose relacionada ao tumor. Em casos 

como CP, no entanto, esse radiofármaco se torna limitado devido ao baixo 

metabilismo glicolítico nas células tumorais da próstata, sendo limitado para 
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doença em estágio metastático ou em estágio avançado (BEDNAROVA et al., 

2017). A revisão de literatura realizada por JADVAR (2016), avaliando o 

desempenho do FDG-18F no câncer de próstata em diversos estágios da 

doença, corrobora a possível aplicação em casos metastáticos, limitando-se a 

casos agressivos da doença. 

Figura 4 - Comparação entre as moléculas de glicose e FDG-18F 

 
Fonte: Autor 

Embora o FDG-18F ainda seja o radiofármaco mais amplamente usado, 

outros radiotraçadores específicos para lesões que não captam de maneira 

efetiva a glicose estão sendo investigados, para que o diagnóstico da doença-

alvo seja mais preciso e seletivo (CAZZATO et al., 2018). 

O surgimento de novas tecnologias para atender e melhorar o 

diagnóstico de CP por PET é cada vez mais visível. Novos marcadores 

tumorais capazes de avaliar sua estrutura e função através de receptores 

presentes no câncer de próstata potencializaram os estudos nessa linha de 

pesquisa. A aplicação de proteínas como traçadores PET é um bom exemplo 

de como a técnica pode ser refinada. Análogos dirigidos ao antígeno prostático 

de membrana específico, PSMA (Prostate Specific Membrane Antigen) vem 

sendo explorados como alternativas de radiofármacos para diferentes 

contextos clínicos do CP, como estadiamento primário, detecção de recorrência 

bioquímica, avaliação das respostas terapêuticas e planejamento do tratamento 

(BARBOSA et al., 2018). 

3.3 Antígeno Prostático de Membrana Específico (PSMA) 
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Desde os anos 2000, o PSMA tem sido investigado como um potencial 

alvo para exames de imagens de CP e, nos últimos anos, sua introdução em 

exames de PET/CT alterou drasticamente o cenário global no estadiamento do 

câncer de próstata, devido a sua sensibilidade alta e especificidade comparada 

as imagens convencionais (NIKHIL et al., 2020). 

O PSMA é descrito como folato hidrolase, glutamato carboxipeptidase II 

(GCP II),  dipeptidase ácida ligada em alfa n-acetilada (NAALADase) ou ainda 

por ácido N-acetilaspartilglutâmico (NAAG) peptidase. É uma proteína 

glicolítica transmembranar do tipo II, com peso molecular de aproximadamente 

100 kDa, e tem como principal função enzimática de liberar glutamato nas 

moléculas do substrato. É superexpresso na superfície celular do câncer de 

próstata, cerca de 1000 vezes maior do que a expressão encontrada em outros 

tecidos, como rins, intestino delgado e o próprio tecido da próstata. A atividade 

do PSMA se inicia quando o substrato NAAG se liga no domínio extracelular do 

PSMA, ocorrendo hidrólise deste substrato que resulta nos produtos N-acetil 

aspartato (NAA) e glutamato (figura 5) (OKARVI, 2019). 

Figura 5 - Ilustração da clivagem hidrolítica do substrato NAAG pelo PSMA 

(GCP II) em NAA e glutamato 

 

Fonte: Autor 
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Figura 6 - Representação do PSMA e seus domínios de interesse 

 

Fonte: Autor, baseado no trabalho de OKARVI, 2019. 

O PSMA, ilustrado na figura 6, possui um terminal amino citoplasmático 

curto com 19 aminoácidos, um único domínio que abrange a região da 

membrana e um grande domínio extracelular com 707 aminoácidos. Os 

domínios extracelulares exibem sequências com aminopeptidases que 

possuem sítios de ligação de zinco binuclear, no qual os dois íons de zinco 

compartilham um ligante de carboxilato em ponte. O GCP II também é 

expresso no parênquima da próstata humana, de onde foi clonado pela 

primeira vez e denominado como PSMA (TATEISHI, 2020). 

Em células tumorais, a melhor hipótese do PMSA ser expresso nesse 

tecido seria de estar envolvido na angiogênese, visto que um aumento de 

expressão do PSMA foi encontrado no estroma adjacente à neovasculatura de 

tumores sólidos. Devido à expressão alta e seletiva em 90-100% das lesões 

locais de CP, assim como em metástases e linfonodos, o PSMA se revela 

como um ótimo marcador de CP (LÜTJE et al., 2015). 



P á g i n a  | 45 
 

Além de ser significativamente superexpresso em quase todas as 

células de CP, a expressão do PSMA aumenta conforme os estágios da 

doença, sendo diretamente proporcional aos avançados das lesões. Além 

disso, a forma como o PSMA é capaz de captar um ligante direcionado a ele é 

extremamente efetiva, ocorrendo através de uma reciclagem endossômica, 

aumentando a captação e retendo-se ainda mais no tumor. Essa ligação 

fornece uma melhor qualidade de imagem para procedimentos diagnósticos e 

uma alta dose local para aplicações terapêuticas (EIBER et al., 2017). 

Neste cenário, o ProstaScint (Capromab Pendetide-111In; EUSA Pharma) 

foi um dos primeiros traçadores aprovado pela U.S. Food and Drug 

Administration (FDA) que tinha como foco o PSMA. O radiofármaco era 

formado por um anticorpo anti-PSMA radiomarcado In-111, tendo como alvo o 

domínio intracelular do PSMA, agindo nas células tumorais após sua 

internalização ou em células mortas que tinham suas membranas já 

corrompidas, facilitando sua entrada. Sua aplicação em imageologia ficou 

limitada devido à relação tumor/radiação de fundo ser baixa, além de ser 

obervado captação não seletiva em outros órgãos. Posteriormente, vários 

outros anticorpos monoclonais de afinidade alta, dirigidos aos domínios 

extracelulares do PSMA foram desenvolvidos, mas apresentavam 

desvantagens que limitavam seu uso. A meia-vida circulatória relativamente 

longa (3-4 dias) e penetração tumoral baixa fizeram dos anticorpos 

monoclonais uma alternativa não adequada, especialmente em aplicações em 

análises com tempo precoce (LÜTJE et al., 2015). 

Paralelamente, pequenas moléculas de inibidores de PSMA com 

afinidade alta começaram a ser estudadas para atuar como agentes 

teranósticos. Esses pequenos compostos ganharam muito interesse devido à 

penetração no tumor maior e melhor, se tornando ótimos candidatos à 

radiomarcação (RUANGMA et al., 2018). 

Atualmente, há três tipos de inibidores com base nas porções de ligação 

de zinco do PSMA: à base de fósforo, à base de tiol e à base de ureia. O 

inibidor à base de fósforo consegue se ligar ao núcleo de fosfonato nos dois 

íons de zinco localizados no domínio ativo do PSMA. O inibidor à base de tiol é 
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igual ao baseado em fósforo, diferenciando-se apenas pela sua polaridade. O 

inibidor à base de ureia, no entanto, é internalizado pela célula logo após sua 

ligação ao domínio ativo do PSMA externo (TATEISHI, 2020). 

Assim, tendo como base a estrutura química do NAAG, alguns inibidores 

de PSMA compostos pelas espécies glutamato-ureia-R foram sintetizados. 

Através da modificação no grupo R, podendo ser um grupo lisina (Lys) ou outro 

grupo glutamato (Glu), os inibidores de PSMA demonstraram internalização 

alta e ligações seletivas ao PSMA. A figura 7 mostra a estrutura base para o 

farmacóforo à base de Lys-ureia-Glu (OKARVI, 2019). 

Figura 7 - Estrutura molecular do farmacóforo à base de ureia, Lys-ureia-Glu, 

destacados da esquerda para a direita, respectivamente 

 

Fonte: Autor 

3.3.1 Radiofármacos à base de PSMA 

Para a radiomarcação com radioisótopos metálicos, radiofármacos com 

o farmacóforo Glu-ureia-Lys são covalentemente ligadas a vários agentes 

quelantes, como DOTA e HBED-CC (figura 8), por meio de grupos ligantes. 

Esses agentes quelantes bifuncionais possuem a capacidade de formar um 

complexo forte e estável com um radiometal em uma de suas extremidades, 

enquanto que se liga covalentemente ao agente farmacóforo na outra 

extremidade. Para o radioisótopo flúor-18 é usado um agente prostético que 

permite a fluoração nucleofílica da proteína (OKARVI, 2019). 
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Figura 8 - Exemplos de agentes quelantes usados para radiomarcação de 

metais 

 

Fonte: Autor 

A ligação entre o farmacóforo e a porção radiomarcada é feita por 

grupos funcionais ligantes. Muitas vezes desempenham um papel fundamental 

no direcionamento dos peptídeos e na sua farmacocinética, além de influenciar 

diretamente na sua absorção pelo tumor (OKARVI, 2019). 

Foi demonstrado em um estudo com inibidores de PSMA marcados com 

gálio-68 com valência III e VI, que o composto com ligante contendo 

fenilalanina influenciou a lipocifilidade do peptídeo, tornando-o mais lipofílico 

devido a presença do anel aromático, impactando positivamente no seu 

desempenho na geração de imagens (BANERJEE et al., 2010). 

Outra alternativa que fornece maior retenção ao inibidor seriam ligantes 

carregados negativamente, considerando que o sítio ativo do PSMA fornece 

uma ligação bastante específica para os aminoácidos glutamato e aspartato 

(WESTER; SCHOTTELIUS, 2019). 

Com isso, vários agentes inibidores de PSMA foram desenvolvidos para 

aplicações clínicas com diferentes ligantes, radioisótopos e aplicações. Na 

figura 9 estão ilustrados alguns agentes já em uso para câncer de próstata. 
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Figura 9- Estrutura molecular base dos radiofármacos PSMA-617, PSMA I&T e 

PSMA-11 

 

Fonte: Autor 

Para exames SPECT/CT encontram-se descritos radiofármacos 

marcados com tecnécio-99m como HYNIC-PSMA-99mTc (SU et al., 2017) e 

MIP-1404-99mTc (SCHMIDKONZ et al., 2018), ou marcado com 111In, como 

PSMA-I&T-111In (SCHOTTELIUS et al., 2015).  

Para terapia de câncer de próstata, derivados de PSMA marcados com 
177Lu como o PSMA-I&T (WEINEISEN et al., 2015) e PSMA-617 (KHREISH et 

al., 2020), ou marcados com 225Ac como o PSMA-617-225Ac (KRATOCHWIL et 

al., 2020) e radioisótopos de iodo como 124I/131I (MIP-1095-124I/131I) 

(ZECHMANN et al., 2014) foram descritos. 

Radiofármacos como PSMA-11-68Ga (FENDLER et al., 2019), DCFPyl-
18F (MENA et al., 2020) e o PSMA-1007-18F (WATABE et al., 2021) estão entre 

os mais estudados, sendo que o  PSMA-11-68Ga  tem grande papel na 

medicina nuclear atual.  
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3.3.1.1 PSMA-11-68Ga 

Atualmente, o Glu-NH-CO–NH-Lys-(Ahx)-HBED-CC-68Ga, mais 

conhecido como PSMA-11-68Ga, está entre os agentes mais amplamente 

usados para imagens PET/CT de câncer de próstata. Ele pertence à classe de 

inibidores de PSMA à base de ureia, e os primeiros relatórios clínicos sobre o 

PSMA-11-68Ga PET/CT foram publicados entre 2012 e 2013 (BOIS et al., 

2020). 

Seu agente HBED-CC foi proposto como um eficiente quelante devido à 

natureza lipofílica, além de exibir cinética de complexação rápida do Ga (III) e 

promover estabilidade alta in vitro e in vivo (EDER et al., 2012). 

O radionuclídeo gálio-68 apresenta tempo de meia vida físico de 68 

minutos e decai por emissão de pósitrons com abundância de 89%. Pode ser 

obtido através de geradores 68Ge/68Ga, que permitiu a produção do 

radiofármaco em centros médicos usando kits liofilizados com alto grau de 

pureza e pronto uso (KURASH et al., 2020). 

O PSMA-11-68Ga é amplamente utilizado em várias indicações clínicas, 

incluindo estadiamento de pacientes com CP de risco intermediário a alto ou 

para casos de recorrência bioquímica, apresentando superioridade em relação 

a outros radiofármacos disponíveis como colina-11C em PET/CT (SCHWENCK 

et al., 2017). 

Por ser altamente específico, o PSMA-11-68Ga apresenta taxas de 

detecção de aproximadamente 50%, relatadas mesmo em níveis de PSA 

menores que 0,5 ng/mL. Portanto, atua com grande impacto no planejamento 

de radioterapias e nos delineamentos pós-tratamento em pacientes (CALAIS et 

al., 2018). 

Em dezembro de 2020, a FDA aprovou o PSMA-11 marcado com gálio-

68 como o primeiro medicamento para imagens PET para homens com câncer 

de próstata (FDA, 2020). Em abril de 2021, a monografia oficial do 

radiofármaco foi publicada na décima edição da Farmacopeia Europeia 

intitulada “Gallium (68Ga) PSMA-11 injection” (EUROPEAN 

PHARMACOPOEIA, 2021b). 
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Em relação ao compêndio nacional, a Farmacopeia Brasileira 6ª edição, 

há somente cinco radiofármacos com monografias publicadas, sendo um 

radiomarcado com flúor-18 e os demais com tecnécio-99m. Apesar de ser 

amplamente reconhecido e aplicado, o PSMA-11-68Ga não possui monografia 

no Brasil. 

3.3.1.1.1 Comparação entre os radionuclídeos flúor-18 e gálio-68 

Flúor-18 e galio-68 são os principais radioisótopos para traçadores à 

base de PSMA e, apesar do PSMA-11-68Ga ser amplamente utilizado, o 

mesmo possui algumas desvantagens. Sua principal vantagem é a 

disponibilidade comercial que o Ga-68 oferece por meio dos geradores, 

permitindo a produção de lotes de aproximadamente 2–4 doses por eluição. No 

entanto, o Ga-68 tem tempo de meia-vida físico muito curto, permitindo apenas 

o uso local do radiofármaco, tornando a entrega de doses prontas com 

atividades suficientes para centros remotos um desafio (KESCH et al., 2017a). 

Em relação à formação de imagens, o F-18 possui vantagem por possuir 

um decaimento nuclear favorável. O F-18 exibe energia de emissão de 

pósitrons de 0,6 MeV, energia baixa em comparação ao do Ga-68 de 1,9 MeV. 

Portanto, a distância para desacelerar o pósitron vindo do flúor no tecido 

humano é muito menor, resultando em uma resolução de imagem muito maior 

(DIETLEIN et al., 2015). 

Para centros que não têm acesso a um cíclotron e têm um número 

moderado de exames, os geradores de 68Ge/68Ga apresentam um investimento 

razoável. Consequentemente, em grandes centros com muitos pacientes, 

várias produções por dia são necessárias, ou múltiplos geradores precisam ser 

operados simultaneamente, multiplicando os custos. Neste caso, um 

acelerador cíclotron e radiotraçadores marcados com F-18 representam a 

melhor opção (KESCH et al., 2017a). 

A tabela 1 compara os dois radionuclídeos levando em consideração 

alguns pontos importantes, necessários para a escolha do melhor radioisótopo 

para a aplicação em PET. 
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Tabela 1 - Comparação entre Ga-68 e o F-18 

Propriedades 68Ga 18F 

Tempo de Meia-

vida 

68 min (decaimento completo 

em algumas horas após o 

exame; transportável apenas 

para centros próximos) 

110 min (possível envio para 

centros mais distantes; 

imagem tardia possível) 

Energia do 

Pósitron 

1,90 MeV (profundidade de 

penetração do pósitron 

teoricamente maior, mas 

amplamente desprezível em 

tecidos sólidos na 

reconstrução da imagem) 

0,65 MeV (menor carga de 

radiação, apesar de meia-

vida mais longa; resolução 

teoricamente maior) 

Marcação Molécula quelante (necessário 

ambiente controlado; kits ou 

módulo de síntese) 

Moléculas de grupo 

prostético (necessário 

ambiente controlado; requer 

hot cells e módulos de 

síntese) 

Abordagem 

teranóstica 

Radiomarcação com 

radionuclídeos diagnóstico e 

terapêutico (ex: 177Lu, 225Ac, 
213Bi) possíveis 

Diferentes estruturas 

químicas dos agentes de 

diagnóstico e terapêutico que 

se relacionam (ex: PSMA-

1007 / PSMA-617, DCFPyl / 

MIP-1095) 

Investimento 

inicial e custos 

operacionais 

Geradores (∼50.000 dólares 

para ∼2 geradores por ano); 

módulo de síntese ou 

produção de kit 

Ciclotron (∼1.000.000–

3.000.000 dólares); 

radiossintetizadores 

conectados ao ciclotron; 18O 

como material alvo por 

produção 

Escalabilidade Capacidade definida pelo 

gerador 

Demanda de produção 

escalável que se adapta ao 

número solicitado de exames 

Fonte: Adaptado de KESCH et al., 2017ª. 

Levando em conta as limitações que o Ga-68 oferece, vários estudos 

foram realizados a fim de estabelecer um radiofármaco capaz de carregar o F-

18 e ter um melhor desempenho na detecção de lesões. KUTEN et al. (2020) 



P á g i n a  | 52 
 

avaliaram lado a lado o PSMA-11-68Ga com um novo composto, PSMA-1007-
18F, em 16 pacientes com risco alto e intermediário. Foi avaliado não só o 

radionuclídeo como a atuação dos dois inibidores frente aos resultados 

encontrados por PET, tendo como referência espécimes histopatológicos. 

Ambos os radiotraçadores mostraram boa performace e taxa de detecção alta, 

e a superioridade do flúor só ficou evidente na qualidade da imagem. Em 

relação às regiões de retenção, o PSMA-11-68Ga apresentou excreção renal, 

enquanto que o PSMA-1007-18F apresentou excreção hepatobiliar, não tendo 

acúmulo de atividade na região local pélvica e, com isso, possibilitando melhor 

visualização das lesões locais.  

Outro estudo foi realizado comparando os dois radiotraçadores, neste 

caso analisando 102 pacientes com recorrência bioquímica entre os anos 2017 

e 2018. O PSMA-1007-18F conseguiu detectar 369 lesões em comparação a 

178 detectadas pelo PSMA-11-68Ga, dentre elas benignas que foram 

identificadas 5 vezes mais do que o PSMA-11 marcado com gálio. Essa 

discrepância entre as detecções pode ser atribuída à energia do F-18, que 

melhora a resolução da imagem, além do fato do inibidor PSMA-1007 ter maior 

afinidade pelo PSMA e ter maior internalização do que o PSMA-11 

(RAUSCHER et al., 2020). 

Não só o PSMA-1007-18F, mas outros inibidores marcados com F-18 

foram desenvolvidos e vêm chamando a atenção por apresentar propriedades 

nucleares e biológicas comparáveis ou até superiores aos inibidores marcados 

com Ga-68. Um estudo comparativo entre PSMA-11-68Ga e o composto 

DCPyL-18F, segunda geração de compostos à base de ureia marcados com F-

18, investigou retrospectivamente a biodistribuição dos dois radiotraçadores em 

34 pacientes. No geral, ambos os inibidores apresentaram retenção em órgãos 

não-alvo como rins, baço e glândulas salivares, órgãos receptores de PSMA, 

indicando especificidade. O tempo de meia vida físico do F-18 tornou capaz 

realizar imagens mais tardias, nas quais compostos mais lipofílicos conseguem 

ter uma razão tumor/radiação de fundo maior e detectar lesões menores com 

uma definição melhor. Limitação essa que o PSMA-11-68Ga não conseguiu 

superar o DCPyL-18F, mas para rotina médica, ambos são excelentes opções 

(FERREIRA at el., 2019). 
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3.3.1.2 PSMA-1007-18F 

O PSMA-1007-18F (((3S, 10S, 14S) -1- (4 - (((S) -4-carboxi-2- ((S)-4-

carboxi-2- (6-18F-fluoronicotinamido)butanamido)butanamido)metil)fenil)-3-

(naftaleno-2-ilmetil)-1,4,12-trioxo-2,5,Ácido11,13-tetraazahexadecano-10,14,16-

tricarboxílico)) foi descoberto em 2016 como resultado de um estudo de 

desenvolvimento de novos ligantes de PSMA radiofluorados para o diagnóstico 

de câncer de próstata. Sua estrutura foi baseada no PSMA-617, pois o mesmo 

oferece amplas oportunidades de radiomarcação com diferentes radionuclídeos 

para imagens e terapia por meio do quelante DOTA em sua estrutura 

(CARDINALE et al., 2020). No desenvolvimento de novas novas moléculas, o 

agente quelante foi substituído pelo ácido 6-fluoronicotínico, que permite a fácil 

introdução de flúor-18 na molécula. Essa mudança fez com que o inibidor 

perdesse sua hidrofilicidade e impactasse negativamente na sua 

biodistribuição. Assim, aminoácidos hidrofílicos foram adicionados ao ligante, 

levando ao desenvolvimento de PSMA-1007-18F (CARDINALE et al., 2020). 

Na Figura 10 está ilustrado o esquema de formação do radiofármaco 

PSMA-1007-18F a partir do PSMA-617. 
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Figura 10 - Esquema de composição do PSMA-1007-18F a partir do PSMA-617 

 

Fonte: Autor 

O PSMA-1007 foi desenvolvido na Alemanha com sua patente publicada 

em 6 de abril de 2017, oficializando sua descoberta para o mundo. Mesmo 

tendo diferenças em suas estruturas, o PSMA-1007 e o PSMA-617 mostram 

biodistribuições similares, podendo atuar em conjunto como agente teranóstico 

(GIESEL et al., 2016). 

O fato do ligante ser marcado com F-18, que possui energia de pósitrons 

baixa, oferece melhor qualidade de imagem, e a meia-vida de 110 minutos 

permite o transporte para centros de medicina nuclear mais distantes quando 

comparado ao gálio. Havendo a possibilidade de radiofarmácias PET serem 

conectadas a um cíclotron local, o PSMA-1007-18F consegue ser produzido em 

larga escala. Além disso, o PSMA-1007-18F é eliminado principalmente pela via 

hepatobiliar devido às suas características lipofílicas moderadas vindas do 

ligante. Portanto, quase nenhuma atividade via urina ocorre, proporcionando 

condições ideais e superiores aos do PSMA-617 (KESCH et al., 2017b). 
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O radiofármaco é extremamente específico, como foi demonstrado por 

SOEDA et al. (2019) que estudaram a influência de concentrações de 

peptídeos na biodistribuição do PSMA-1007-18F in vivo. Diferentes 

concentrações de peptídeos de PSMA não radiomarcado foram usados em 

camundongo a fim de avaliar as mudanças na biodistribuição usando o PSMA-

1007-18F como base, variando sua atividade molar. Este estudo revelou que 

uma diminuição da atividade molar da solução injetada de PSMA-1007-18F 

resultou na diminuição da captação no tumor e em órgãos normais. A glândula 

salivar foi mais sensível do que o tumor à diminuição da atividade, e seu ajuste 

pode reduzir a captação da glândula salivar enquanto mantém a captação do 

tumor. Essa alta captação de inibidores de PSMA pela glândula salivar pode 

ser usado a favor da medicina, visto que o PSMA-PET/CT pode ser usado para 

a detecção de cânceres de glândulas salivares recorrentes e metastáticos, 

carcinomas de células escamosas ou tumores benignos de glândulas salivares. 

Essa quantificação individual desses tecidos traz benefícios para uma 

aplicação radioterapeutica (TILSEN et al., 2021). 

3.3.1.2.1 Estudos clínicos com o PSMA-1007-18F 

GIESEL et al. (2018b) realizaram o primeiro estudo comparando o 

PSMA-1007-18F com o DCPyL-18F, respectivamente, terceira e segunda 

geração de compostos inibidores de PSMA radiomarcados com F-18. Doze 

pacientes foram submetidos aos dois radiotraçadores a fim de comparar 

intraindividualmente seu desempenho, visto que ambos carregam o mesmo 

radionuclídeo e compartilham o mesmo farmacóforo. O estudo demonstrou que 

tanto DCPyL-18F quanto PSMA-1007-18F fornecem excelente qualidade de 

imagem de CP local e metastático. Como a avaliação de imagens da pelve é 

mais frequentemente utilizada, a excreção não urinária do PSMA-1007-18F 

apresenta uma vantagem prática, especialmente para o estadiamento primário 

e em casos de suspeita de recorrência local.  

Mais tarde, em 2021, WONDERGEM et al. (2021) realizaram mais um 

estudo comparando os dois radiotraçadores, agora com 240 pacientes. 

Comprovaram a eficiência dos dois radiofármacos e salientaram a relevância 

clínica do PSMA-1007-18F sobre o DCPyL-18F. O PSMA-1007-18F detecta 

significativamente mais lesões suspeitas do que o DCPyL-18F  na região 
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prostática, e isso para pacientes com recorrência bioquímica é de extrema 

importância clínica decorrente da menor secreção urinária desse radiofármaco. 

Outro fator importante é a captação alta de lesões ósseas duvidosas 

encontradas com PSMA-1007-18F, fato que se tornou frequente em sua 

literatura resultando em uma característica indesejada e de pouco valor clínico. 

Contudo, esta desvantagem não resultaria em sua eliminação como candidato 

à radiotraçador para pacientes que procuram um bom diagnóstico.  

Investigações com o consagrado FDG-18F também foram realizadas, 

estudando sua eficiência contra o PSMA-1007-18F. Por se tratar de 

mecanismos de captação diferentes, era esperado que o PSMA-1007-18F 

obtivesse resultados superiores ao FDG-18F, o que realmente aconteceu. Dos 

21 pacientes avaliados com lesões metastáticas e primárias, o PSMA-1007-18F 

detectou lesões em 100 % dos pacientes avaliados (21/21) enquanto que o 

FDG-18F detectou somente 67 % (14/21). A captação alta pelos órgãos não-

alvo também foi observada pelo PSMA-1007-18F, no qual esse fenômeno foi 

atribuído ao fato de a captação ocorrer também em processos inflamatórios, 

mas ainda não pode ser confirmado (ZHOU et al., 2021). 

RAHBAR et al. (2018a) estudaram o tempo de aquisição de imagem 

usando 40 pacientes, dos quais 28 apresentaram recidiva bioquímica, 9 foram 

examinados para acompanhamento de terapia e 3 foram examinados para 

estadiamento primário. O grupo avaliou os tempos 60 e 120 minutos, e atestou 

que todas as 136 lesões ficaram visíveis em ambos os tempos, com exceção 

de um linfonodo que ficou visível apenas em 120 minutos. As lesões 

características de CP, que englobam metástases, linfonodos e a própria 

próstata mostraram captação e contraste significativamente maiores nas 

imagens tardias, levando o grupo a recomendar que imagens PET/CT com 

PSMA-1007-18F sejam realizadas em 120 minutos ao invés de 60. Um fato que 

corrobora essa afirmação seria a farmacocinética do PSMA-1007-18F, que é 

mais lenta do que a do PSMA-11-68Ga, o que reforça a recomendação para um 

exame mais tardio. 

Em relação aos métodos utilizados atualmente para detecção de câncer 

de próstata, a imagem PET/CT com PSMA-1007-18F se apresenta como uma 



P á g i n a  | 57 
 

ferramenta tão boa quanto as demais. Um estudo conduzido por KESCH et al. 

(2017b) comparou a eficiência do radiotraçador em relação à ressonância 

magnética multiparamétrica (RMM), que combina as técnicas de difusão e 

perfusão tornando-a mais sensível e específica para localizar e detectar lesões. 

Tendo como alvo dez pacientes com CP de alto risco, o PSMA-1007-18F 

mostrou alta sensibilidade (71 % do total), especificidade (81 % do total) e 

precisão (75 % do total), tendo resultados superiores ao RMM nas análises por 

lesões, com menos falsos negativos e menos falsos positivos. O PET/CT com 

PSMA-1007-18F  se apresenta como uma ótima ferramenta para detecção e 

formação de imagens de CP, podendo ser usado em conjunto com a RMM. 

MALASPINA et al. (2021) compararam prospectivamente PET/CT com 

PSMA-1007-18F, ressonância magnética de corpo inteiro usando imagem 

ponderada em difusão e CT no estadiamento primário de homens com CP de 

risco intermediário e alto. Setenta e nove pacientes foram submetidos aos três 

métodos de diagnóstico dentro de um período de duas semanas. Para a 

validação das lesões, foram utilizados espécimes histopatológicos e dados de 

acompanhamento clínico. Em trinta e um pacientes (39 %) portadores de 

metástase em linfonodos pélvicos, apenas o PSMA-1007-18F por PET/CT foi 

capaz de detectar linfonodos metastáticos em 8/31 (26 %) pacientes, enquanto 

as outras duas modalidades de imagem foram relatadas como negativas. De 

todas as lesões metastáticas detectadas pelo PSMA 1007-18F, 126/170 (74 %) 

eram menores que o valor de corte anatômico de 8 mm, dos quais 90 

linfonodos tinham o diâmetro entre 5 e 8 mm e 36 eram menores que 5 mm. 

Com isso, em comparação com as outras duas modalidades de imagem, o 

PET/CT com PSMA-1007-18F demonstrou sensibilidade e precisão superiores e  

taxa de detecção maior, sendo concordante com a histopatologia em 14/17 (82 

%) pacientes, enquanto que os números correspondentes para RM e CT foram 

12/17 (71 %) e 11/17 (65 %), respectivamente. 
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4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

O trabalho se iniciou com o estudo da síntese do radiofármaco PSMA-

1007-18F por meio de teste feitos sem a presença de produto radioativo, para a 

avaliação da metodologia, módulo e programação utilizada. Posteriormente, as 

sínteses com material radioativo foram realizadas a fim de determinar o 

rendimento para diferentes atividades de flúor-18 empregadas. O procedimento 

seguiu as descrições fornecidas pelo fabricante e a literatura correspondente 

foi consultada garantindo sua eficiência. Nenhuma modificação foi necessária 

na programação usada, mantendo o arquivo original. 

As sínteses do radiofármaco PSMA-1007-18F foram realizadas com 

atividade alta, sendo necessário seu fracionamento em amostras com 

atividades menores para sua manipulação em bancada, além de simular o 

processo rotineiro de fracionamento do produto em doses comerciais. 

O processo seguiu com a divisão das amostras para o controle de 

qualidade e para os ensaios planejados. As metodologias usadas para a 

determinação da pureza radioquímica foram retiradas da literatura e da 

monografia do PSMA-1007-18F da Farmacopeia Europeia 10ª edição, incluindo 

os testes de pureza química, pureza radioquímica, pH, pureza e identidade 

radionuclídica, aparência do produto, esterilidade e endotoxinas bacterianas. 

Além dos testes descritos, realizou-se estudo de estabilidade do radiofármaco 

para determinar o prazo de validade e a determinação do coeficiente de 

partição para avaliar a lipofilicidade do radiofármaco.  

Com base nos dados extraídos do ensaio de pureza radioquímica, foi 

elaborado e executado o protocolo de validação da metodologia analítica 

aplicada na determinação da pureza radioquímica do PSMA-1007-18F por 

cromatografia em camada delgada, afim de demonstrar sua adequabilidade às 

condições de análise empregadas. 

O trabalho contemplou os ensaios pré-clínicos in vivo e in vitro. Os 

ensaios in vitro foram realizados com base na literatura, e o ensaio de 

internalização e de competição foram executados em colaboração com o 

Centro de Biotecnologia do IPEN/CNEN-SP, por meio do cultivo celular do 
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modelo tumoral LNCaP. Os ensaios in vivo foram feitos em duas etapas: a 

primeira com animais BALB/c sadios com o objetivo de estudar a 

biodistribuição do PSMA-1007-18F e sua farmacocinética; a segunda com 

animais SCID com modelo tumoral LNCaP, além de realizar um estudo de 

competição in vivo com o agente competidor PSMA I&T e de imagens em micro 

PET/CT para ilustrar o comportamento biológico e especificidade do 

radiofármaco. 

Foi elaborado um ensaio para estudar a robustez do método de 

determinação do tetrabutilamônio (TBA) no produto final, usando como base os 

parâmetros disponíveis na literatura do próprio PSMA-1007-18F, capítulo geral 

sobre TBA em preparações radiofarmacêuticas e em monografias que utilizam 

o TBA em sua formulação.  

Na figura 11 está ilustrado o esquema do delineamento experimental do 

trabalho, e na figura 12 o esquema dos ensaios realizados.
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Figura 11 - Esquema do delineamento experimental do presente trabalho 

 

Fonte: Autor 

Figura 12 - Esquema dos estudos químicos e biológicos realizados no presente 

trabalho 

 

Fonte: Autor 
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5 MATERIAIS 

5.1 Infraestrutura 

Este trabalho foi executado nos laboratórios de Pesquisa e 

Desenvolvimento e laboratórios de Controle de Qualidade na instalação de 

radiofarmácia e na instalação de aceleradores cíclotron do Centro de 

Radiofarmácia; nos laboratórios de Cultivo Celular e Biotério do Centro de 

Biotecnologia. Todas essas dependências se encontram no Instituto de 

Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN/CNEN-SP), e todas oferecem 

infraestrutura adequada para a produção, manipulação e descarte de materiais 

radioativos, bem como soluções químicas, células e animais para os 

experimentos. 

5.2 Reagentes e Soluções 

 Kit de marcação do PSMA-1007-18F para síntese automatizada com os 

seguintes componentes: 

o Agulha Sterican ® Safety 0,60 x 60 mm, 23G x 2 3/8” (B.Braun, 

Alemanha); 

o Agulhas Sterican ® Safety 0,90 x 70 mm, 20G x 2 3/4” (B.Braun, 

Alemanha); 

o Bolsa de 100 mL ± 10% de água para injetáveis (ABX, 

Alemanha); 

o Cassete para marcação (ABX, Alemanha); 

o Cartucho de coluna catiônico PS-H+ (Merck, Alemanha); 

o Cartucho de coluna orgânica C18ec (Merck, Alemanha); 

o Cartucho pré-condicionado Sep-PAK ® QMA com CO3
2- como 

contra-íons (ABX, Alemanha); 

o Filtro respiradouro hidrofóbico Millex-25 0,2 µm com agulha 

(Merck, Alemanha); 

o Filtro Cathivex-GV 0,22 µm (Merck, Alemanha); 

o Frasco âmbar com 2,2 mL ± 0,1 mL de Dimetilsulfóxido (ABX, 

Alemanha); 
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o Frasco âmbar com 400 mg ± 20 mg de ascorbato de sódio (ABX, 

Alemanha); 

o Frasco com 8,5 mL ± 0,3 mL de solução etanol 30% (ABX, 

Alemanha); 

o Frasco com 8,0 mL ± 0,2 mL de etanol (ABX, Alemanha); 

o Frasco com 15 mL ± 0,5 mL de solução tampão fosfato salina 

(ABX, Alemanha); 

o Frasco com 5,7 mL ± 0,2 mL de etanol para bolsa de água (ABX, 

Alemanha); 

o Frasco com 1,6 mg ± 0,1 mg de precursor PSMA-1007 (ABX, 

Alemanha); 

o Frasco com 750 µL ± 20 µL de solução de hidróxido de 

tetrabutilamônio estabilizada com etanol (ABX, Alemanha); 

o Seringas BD Plastipak de 3 mL (Becton, Dickinson and Company 

- BD, EUA) 

o Seringas BD Plastipak de 30 mL (Becton, Dickinson and 

Company - BD, EUA) 

o Seringa Injekt Luer de 10 mL (B.Braun, Alemanha); 

 Ácido fosfórico (H3PO4) (Merck, Alemanha); 

 Acetonitrila (Merck, Alemanha); 

 Água enriquecida em 18O (Rotem, Israel); 

 Água purificada (purificador Milli-XR, EUA); 

 Água para injetáveis (API) (Europharma, Brasil); 

 Álcool etílico para limpeza (Merck, Alemanha); 

 Amônia 25% (NH3) (Merck, Alemanha); 

 Ascorbato de sódio (Sigma Aldrich, EUA); 

 Cristais de iodo (Merck, Alemanha); 

 Dimetilsulfóxido (C2H6OS) (Sigma Aldrich, EUA); 

 Etanol (C2H5OH) (Merck, Alemanha); 

 Fosfato de sódio dibásico (HNa2 P O4) (Merck, Alemanha); 

 Fosfato de potássio monobásico (KH2PO4) (Sigma Aldrich, EUA); 

 Fosfato de sódio monobásico (NaH2PO4) (Merck, Alemanha); 
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 Hidróxido de tetrabutilamonio 30-hidratado ((C16H37NO · 30H2O)) (Merck, 

Alemanha); 

 Isoflurano – anestésico (Cristália, Brasil); 

 Kit de reagente LAL para determinação de endotoxinas bacterianas (The 

Charles River Endosafe, EUA); 

 Meio de cultura RPMI 1640 (Glibco, EUA) 

 Metanol (CH3OH) (Merck, Alemanha); 

 N-octanol (C₈H₁₈O) (Merck, Alemanha); 

 Padrão de PSMA-1007-F (ABX, Alemanha); 

 Solução de cloreto de sódio (NaCl 0,9%) (Merck, Alemanha); 

 Soro fetal bovino (Cultilab, Brasil) 

 Tripsina EDTA 0,25% (Cultilab, Brasil) 

5.3 Equipamentos, Materiais e Sistemas 

 Agitador de microtubos Vortex (Biomixer, China); 

 Agitador magnético com aquecimento 725A (Fisatom, EUA); 

 Balança analítica (Mettler Toledo, USA);  

 Cabine de fluxo laminar para cultivo de células Classe 2 (Scanlaf, EUA); 

 Calibrador de dose CRMTM-35R (Capintec, USA); 

 Células blindadas para módulos de síntese e processamento de 

radiofármacos (Comecer, Itália) 

 Cíclotron de 18 MeV Cyclone 18/9 do tipo isócrono com 8 saídas de 

feixe (Ion Beam Applications, IBA. Bélgica); 

 Coluna de fase reversa C18 para CLAE – 250 mm x 4,6 mm, 5 µm  

Symmetry ® (Waters, EUA); 

 Contador automático tipo poço com cristal NaI (TI) – D5002 Cobra II 

(Perkin Elmer, USA); 

 Cromatógrafo gasoso modelo GC-17A, sistema de injetor automático de 

amostras AOC-20i. Acoplado na unidade encontra-se o módulo de 

detecção CBM-102 (Shimadzu, Japão); 

 Cromatógrafo líquido de alta eficiência, modelo Prominence, composto 

pelo sistema modulado constituído pela unidade de injetor automático de 

amostras SIL-AC20 HT, bomba LC-20AT, desgaseificador DGU-20 SR, 
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detector UV/Vis SPD-20A e módulo comunicador CBM-20A (Shimadzu, 

Japão). Acoplado a esta unidade, encontra-se o detector de radiação 

gama – Flow-RAM Radio HPLC Detector (Lablogic, Inglaterra); 

 Cubas de vidro para cromatografia de camada delgada (Perlab, Brasil); 

 Detector de germânio hiperpuro (HPGe) modelo GX1518, acoplado a um 

sistema de aquisição multicanal (Canberra, EUA). Dados são tratados 

pelo software GENIE-PC (Mirion Technologies, EUA); 

 Estufa de CO2 (Binder, EUA); 

 Frascos para cultivo de célula (Costar, EUA); 

 GraphPad Prism 8.0.2® (GraphPad 8.0.2®, GraphPad Software, Inc., 

San Diego, CA, EUA); 

 LabSolutions GC analysis – software para o controle do sistema de CG 

(Shimadzu, Japão) 

 Laura 4.0 – software para controle do sistema de CLAE (Lablogic, 

Inglaterra); 

 Materiais plásticos descartáveis em geral, tais como ponteiras, seringas, 

microtubos cônicos com tampa para reação, tubos capilares e tubos 

cônicos; 

 MicroPET/SPECT/CT focus 220 (Siemens AG, Munique, Alemanha) 

 Placa para CCD com base de alumínio e matrix de sílica gel 60 20 cm x 

20 cm (Merck, Alemanha); 

 Placa para CCD com base de alumínio e matriz de sílica gel 60 20 cm x 

20 cm (Shijiazhuang Lemandou Chemicals Co, China); 

 Placas para cultivo de células aderentes com seis poços (Jet Biofil, 

China) 

 PMOD v3.3 – software para o controle de aquisição de imagens do 

MicroPET/SPECT/CT (PMOD Technologies LLC, Zurique, Suíça) 

 Radiocromatógrafo Scan-RAM Radio-TLC Detector (Lablogic, 

Inglaterra); 

 Seringa de insulina com agulha de 12,7 mm x 0,33 mm (Becton, 

Dickinson and Company - BD, EUA); 

 Sintetizador TracerLab MX (GE, USA); 

 Tiras indicadoras de pH (Merck, Alemanha); 
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 Vidrarias em geral, tais como béqueres, erlenmeyers, balões 

volumétricos e provetas. 

 

 

5.4 Animais 

Os animais utilizados para os ensaios in vivo foram camundongos 

machos da linhagem BALB/c e SCID, para os ensaios sem e com modelo 

tumoral, respectivamente, com idade entre 12 e 22 semanas de vida fornecidos 

pelo Biotério do IPEN/CNEN-SP. 

O uso de animais, assim como os experimentos realizados neste 

trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do IPEN/CNEN-SP 

(projeto nº 238/19), realizados de acordo com as normas e orientações 

estabelecidas pela Sociedade Brasileira de Ciências em Animais de 

Laboratório (SBCAL). 

5.5 Cultivo de Linhagem Celular Humana de Tumor de Próstata Derivada 

da Metástase Linfonodal - LNCaP 

As células de câncer de próstata humano androgênio-dependentes 

LNCaP foram cultivadas no laboratório do centro de Biotecnologia, sob 

orientações da Dra Maria Helena Bellini. 
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6 MÉTODOS 

As atividades descritas a seguir foram realizadas com base na literatura 

disponível, nas especificações e orientações fornecidas pelos fornecedores e 

nos métodos adotados pela instituição e os critérios de avaliação e de 

aceitação se encontram em seus respectivos tópicos. 

6.1 Produção do PSMA-1007-18F 

Neste item são abordados os conceitos e métodos aplicados na produção 

automatizada do radiofármaco PSMA-1007-18F. 

6.1.1 Produção do flúor-18  

O radioisótopo flúor-18 foi produzido por irradiação de água enriquecida 

em oxigênio-18 (98 %, Rotem Industries Ltd., Israel) em cíclotron de 18 MeV 

(Ion Beam Applications - IBA, Bélgica) de acordo com a reação nuclear abaixo: 

18O (p, n) 18F  ou  18O + p → 18F + n 

As irradiações foram realizadas na instalação de aceleradores cíclotrons, 

do IPEN, com feixe de prótons de 18 MeV em um cíclotron de íons positivos. 

Todas as irradiações foram realizadas da mesma forma, utilizando um alvo de 

Nióbio. A corrente alvo do cíclotron foi de 5,5 μA, empregando-se cerca de 2,7 

mL de água enriquecida em oxigênio-18. O tempo médio de bombardeio para 

todas as sínteses foi de 90 ± 30 minutos.  

6.1.2 Montagem do módulo de síntese do PSMA-1007-18F 

A produção do PSMA-1007-18F ocorreu em módulo automatizado, por 

meio de reação de fluoração, purificação e envase do lote, sem a necessidade 

de manipulação do produto. Para tanto, utilizou-se o módulo de síntese 

TRACERLABTM MX (GE, USA) multipropósito. O equipamento foi instalado em 

uma célula blindada específica para a produção de radiofármacos, operado 

através de um computador remoto por meio de um software. 
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Para a síntese do PSMA-1007-18F foi necessária a utilização de uma 

programação específica para o radiofármaco fornecida pelo fabricante do kit 

(ABX, Alemanha). Assim, em conjunto com os reagentes, cartuchos e soluções 

fornecidas pela ABX, completam o kit de marcação do produto. A tabela 2 lista 

os componentes integrantes do kit comercial, enquanto que a figura 13 ilustra 

como os elementos que ficam dispostos no módulo no momento da síntese. 

Figura 13 - Esquema de montagem do kit de marcação do PSMA-1007-18F 

 

Fonte: ABX, 2019 (tradução livre) 
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Tabela 2 - Itens que compõem o kit de marcação para a síntese do PSMA-

1007-18F e suas respectivas funções 

Item Temperatura Componentes Função 

Cassete 
Temperatura 

ambiente 
(≤ 30 ⁰C) 

Régua contendo o frasco 
reator, válvulas, agulhas 

de plástico e tubos 
conectores 

Componente que permite 
a formulação do 

radiofármaco no módulo 

Reagentes 

Freezer 
(-18 oC) 

1,6 mg Precursor PSMA-
1007 

Molécula base que dá 
origem ao PSMA-1007-18F 

Geladeira 
(2 e 5 oC) 

Coluna aniônica QMA 
Retenção do flúor-18 

vindo do cíclotron 
750 µL de solução de 

TBA-OH 
(0,075 M) 

Eluente do flúor-18 da 
coluna QMA 

Temperatura 
ambiente 
(≤ 30 ⁰C) 

8,0 mL de etanol 
Condicionamento das 
colunas de purificação 

2 seringas de 30 mL  
2 mL de DMSO Diluição do precursor 

Bolsa de 100 mL de água 
para injetáveis 

Lavagem do cassete e 
diluição do produto 

radiomarcado 
5,5 mL de etanol para 

água 
Limpeza de impurezas 

químicas e radioquímicas 
8,5 mL de etanol 30% Eluição do produto 

15 mL de tampão fosfato-
salina 

Solução de envase do 
produto 

400 mg de ascorbato de 
sódio 

Estabilidade do produto 
final 

Filtro hidrofóbico Millex-25 
0,2 µm 

Filtragem do ar no frasco 
de envase 

Filtro Cathivex-GV 0,22 
µm 

Filtragem dos líquidos no 
frasco de envase 

Coluna orgânica C18 
Purificação e retenção do 

produto radiomarcado 

Coluna catiônica PS-H+ 
Purificação do produto 

radiomarcado 
Fonte: Autor 

O processo se inicia com o preparo dos reagentes. De acordo com as 

orientações providas pelo fornecedor, três preparações preliminares foram 

realizadas: 

1ª: Diluição do precursor (1,6 mg) em 2 mL de dimetilsulfóxido (DMSO) 

2ª: Diluição de 5,5 mL de etanol na bolsa de água 
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3ª: Diluição do ascorbato de sódio (400 mg) em 3 mL de solução tampão 

fosfato-salino (PBS); A seringa com a solução é colocada na posição indicada 

no cassete. 

Após o preparo dos reagentes iniciou-se a montagem do cassete. O 

cassete é a peça que liga todos os componentes ao módulo de síntese. Nele 

os frascos, seringas, cartuchos de filtração e colunas são encaixados e então o 

cassete é posicionado no módulo. As válvulas presentes na parte de trás do 

cassete são encaixadas no equipamento e através do software, são abertas ou 

fechadas para a transferência de reagentes e soluções para os devidos frascos 

durante a síntese. A figura 14 representa o módulo após a montagem do kit 

para a marcação. 

Figura 14 - Módulo de síntese TRACERLab MX com o cassete e o conjunto de 

reagentes do PSMA-1007-18F 

 

Fonte: Autor 

Após a montagem do módulo, iniciou-se uma série de testes para avaliar 

pontos críticos do funcionamento do módulo, como vácuo, fluxo de nitrogênio e 

conexões, antes de iniciar a síntese. 

6.1.3 Radiosíntese do PSMA-1007-18F 
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A síntese do radiofármaco PSMA-1007-18F se dá basicamente através 

da reação de substituição nucleofílica SN2 entre o íon fluoreto (nucleófilo) e o 

grupo abandonador presente na molécula do precursor. Para tanto, a síntese 

se iniciou com a chegada da água enriquecida irradiada no módulo, ficando 

dentro do funil acima do cartucho de QMA.  Cerca de 2,7 mL de H2O(18O) 

passaram pela coluna QMA retendo o [18F]F-, enquanto a água flui para o 

frasco de recuperação. O flúor-18 foi então eluído da coluna com 750 µL de 

TBA-OH 0,075 M, localizado no compartimento logo acima do funil (figura 14), 

sendo enviado para o frasco de reação, chamado de reator, usando vácuo. No 

reator, o TBA com [18F]F- passou por um processo de secagem usando um 

fluxo de nitrogênio a 105 oC. 

Feito isso, foi adicionado ao reator 1,6 mg do precursor do PSMA-1007 

diluído em 2 mL de DMSO. O DMSO é um solvente aprótico polar que permite 

que a reação SN2 do flúor aconteça, prevenindo a solvatação e influenciando o 

ataque do nucleófilo e a saída do grupo abandonador presente no precursor. 

Além de aumentar sua velocidade de reação (SOLOMONS; FRYHLE, 2012). 

A figura 15 ilustra a reação de marcação do precursor pelo flúor-18. 

Figura 15 - Reação de substituição SN2 do flúor-18, dando origem ao PSMA-

1007-18F 

 

Fonte: Autor 

A reação de marcação ocorreu durante 10 minutos sob temperatura de 

105 oC. Completada a reação, o produto já marcado foi diluído com 4 mL de 

etanol 5,5% e transferido para os cartuchos de purificação pré-condicionados 

com etanol. O produto ficou retido na coluna C18 e iniciou-se o processo de 

purificação com 30 mL de etanol 5,5% para retirar impurezas químicas e 



P á g i n a  | 71 
 

radioquímicas. Por fim, o PSMA-1007-18F foi eluído da coluna com 4 mL de 

etanol 30%, sendo levado para o frasco final que se localiza em outra cela 

blindada, facilitando a retirada do frasco. Antes de ser envasado, o produto foi 

esterilizado por uma membrana filtrante tipo de poro 0,22 µm tipo cathivex. 

Foram transferidos para o frasco final 3 mL de tampão fosfato-salino contendo 

o ascorbato de sódio, seguido dos 12 mL restantes do tampão, completando o 

volume final do produto de aproximadamente 19 mL. A presença do ascorbato 

de sódio confere estabilidade ao produto final, não interferindo em suas 

caraterísticas químicas. 

O tempo total de síntese foi de 43 minutos, incluindo todo o processo de 

purificação e de transferência. Um alerta apareceu na tela do computador, 

indicando o final da síntese e a liberação do produto no frasco final. Assim, a 

atividade do frasco final foi medida por meio de um calibrado de doses 

(Comerce, Itália) localizado no interior da cela de envase. Essa atividade final 

prática foi utilizada para o cálculo de rendimento de síntese, item importante a 

ser analisado para verificar a eficiência da produção. 

Na figura 16 está esquematizado todo o processo de produção do 

PSMA-1007-18F descrito em um fluxograma. 
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Figura 16 - Fluxograma do processo de síntese automatizada do PSMA-1007-
18F 

 

Fonte: Autor  

6.1.4 Determinação do rendimento de síntese do PSMA-1007-18F 

De acordo com a literatura, o rendimento de síntese esperado para o 

PSMA-1007-18F por meio do módulo TRACERLab MX é em torno de 43,3 - 

52,8 % (CARDINALE et al., 2017a). 

O cálculo realizado para a determinação do rendimento tem como base 

o tempo de síntese, a atividade de entrada no módulo e a atividade final do 
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frasco de envase, medida imediatamente ao final da síntese. A porcentagem de 

rendimento foi calculada de acordo com as fórmulas (1) e (2) abaixo: 

𝐴𝑓𝑡 = 𝐴𝑜 × 𝑒
(௟௡ଶ×

೟

౐భ/మ
)
      (1) 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 (%) = (
஺௙௣

஺௙௧
) × 100      (2) 

Onde: 

Aft= Atividade final teórica 

Afp= Atividade final prática, ou seja, a atividade medida no frasco final 

Ao= Atividade de entrada do módulo 

t= tempo de síntese (43 minutos) 

T1/2= tempo de meia vida do flúor-18 (109,7 minutos) 

As atividades na coluna de QMA e no frasco reator são apresentadas 

pelo software em tempo real, medidas pelo próprio módulo. Sendo assim, a 

atividade dada na coluna QMA foi considerada a atividade de entrada para o 

cálculo de rendimento. 

6.2 Controle de Qualidade do Radiofármaco PSMA-1007-18F 

As metodologias analíticas para o controle de qualidade do radiofármaco 

PSMA-1007-18F foram baseadas na literatura e comparadas com os métodos 

encontrados na monografia oficial do radiofármaco da Farmacopeia Europeia 

10ed. Os ensaios aqui descritos foram avaliados com o objetivo de estabelecer 

os melhores métodos para avaliação da qualidade do produto, considerando 

uma rotina de produção do radiofármaco no IPEN/CNEN-SP. 

6.2.1 Identidade Radionuclídica 

É possível identificar o radionuclídeo em uma amostra calculando seu 

tempo de meia vida físico, por meio de contagens de sua atividade em 

intervalos de tempo. Através do cálculo de regressão linear, é possível predizer 

se os valores encontrados se comportam com velocidade cinética de primeira 
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ordem, confirmado pelo coeficiente de determinação (r2). O coeficiente angular 

da reta encontrada é denominado como constante de decaimento, usada para 

estabelecer o tempo de meia-vida físico do radioisótopo (ATKINS; JONES; 

LAVERMAN, 2018). 

O cálculo para a determinação do T1/2 do radionuclídeo é realizado 

através da fórmula (3) abaixo, onde k é a constante de decaimento. 

𝑇1/2 =
௟௡ଶ

௞
     (3) 

Desta forma, para identificar o F-18 no produto, uma amostra de PSMA-

1007-18F foi analisada no calibrador de doses CRMTM-35R (Capintec, EUA) a 

cada 10 minutos em um período de 30 minutos. A atividade foi plotada em um 

gráfico usando o software GraphPad Prism 8.0.2® (GraphPad Software, Inc., 

EUA) para a determinação da equação da reta, seus coeficientes e o r². 

O tempo de meia-vida deve estar entre 105 minutos e 115 minutos. Este 

critério de aceitação é igual para todos os radiofármacos marcados com flúor-

18, visto que se trata do radionuclídeo, não do produto (EUROPEAN 

PHARMACOPOEIA, 2021c; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019; USP, 2018). 

6.2.2 Pureza radionuclídica (PRn) 

A pureza radionuclídica do PSMA-1007-18F foi realizada através das 

energias emitidas pela amostra do produto, identificadas por um detector de 

germânio ultra-puro (Canberra, EUA). O ensaio foi realizado a partir de uma 

amostra de 370 kBq (10 μCi) do produto, sendo que o frasco contendo a 

amostra foi posicionado na prateleira mais distante do detector. A aquisição 

das diferentes emissões gama emitidas pela amostra foi feita no tempo de 10 

minutos e os resultados obtidos foram interpretados como áreas sob a curva 

(AUC). Por meio das contagens das diferentes energias, foi possível determinar 

a porcentagem de pureza do flúor-18 através da equação (4): 

%𝑃𝑅𝑛 =
∑ ௔௧௜௩௜ௗ௔ௗ௘ ௗ௢ ௙௟ú௢௥ିଵ଼

∑ ௔௧௜௩௜ௗ௔ௗ௘ ௗ௢ ௙௟ú௢௥ିଵ଼ା ∑ ௔௧௜௩௜ௗ௔ௗ௘ ௗ௘ ௖௢௡௧௔௠௜௡௔௡௧௘௦
   (4) 
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A atividade de contaminantes descrita na equação (4) são energias que 

estão acima de 100 keV, diferente daquelas esperadas para o flúor-18. Abaixo 

dessa energia não foram consideradas por serem consideradas raios-X. 

O critério de aceitação para este ensaio consiste de, no mínimo, 99,9% 

do total da radioatividade presente, correspondente ao flúor-18 com fótons de 

energia de 511 keV ou 1022 keV (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021c). 

6.2.3 Identidade do produto PSMA-1007-18F 

Dois métodos estão disponíveis para a identificação do PSMA-1007-18F 

por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). Ambos estão descritos a 

seguir: 

Pela literatura, a identidade do produto foi feita a partir do padrão não 

radioativo PSMA-1007-F (ABX, Alemanha). A análise se fez a partir da 

comparação entre o pico radioativo da amostra de PSMA-1007-18F e o pico do 

PSMA-1007-F no UV-VIS, nos comprimentos de onda de 220 nm e 280 nm, 

sendo que o pico de interesse não deve variar ± 0,5 minutos de diferença do 

pico referência (SHAMNI et al., 2019). 

Pela monografia do PSMA-1007-18F, a identificação do produto se dá 

pela comparação entre o tempo de retenção do pico principal do 

radiocromatograma obtido com a amostra teste (PSMA-1007-18F) e o tempo de 

retenção do pico principal do cromatograma (UV, 225 nm) obtido com o padrão 

frio, sendo que ambos devem ser similares (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 

2021c). 

Assim, tanto o método da literatura quanto o farmacopeico foram 

realizados, empregando os dois sistemas de identificação descritos no ensaio 

de pureza radioquímica. Para tanto, foi preparado o padrão de referência com 1 

mg do padrão PSMA-1007-F em  0,5 mL de DMSO (0,5 mg/mL). A solução foi 

analisada por CLAE nas mesmas condições descritas no ítem 6.2.4.3, obtendo-

se um pico com um tempo de retenção característico. 

6.2.4 Pureza radioquímica (PR) 
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A Pureza Radioquímica (PR) é definida como a fração da radioatividade 

total na forma química desejada no radiofármaco, neste caso, a forma PSMA-

1007-18F. As impurezas radioquímicas surgem da decomposição do produto 

devido à ação do solvente, mudança na temperatura ou pH, luz, presença de 

agentes oxidantes ou redutores, reação incompleta e radiólise. A 

decomposição por radiólise depende da atividade específica do material 

radioativo, do tipo e da energia da radiação emitida e da meia-vida do 

radionuclídeo. A absorção de radiações por moléculas de H2O resulta na 

formação de radicais livres com elétrons desemparelhados, o que, por sua vez, 

produz H2O2 ou H2O2·, as quais são agentes oxidantes fortes, podendo 

degradar as moléculas orgânicas marcadas. Por isso, é de extrema importância 

que este ensaio seja realizado para qualquer radiofármaco (SAHA, 2010). 

As possíveis impurezas que podem ser encontradas, segundo a 

monografia do radiofármaco, são o [18F]F-, determinado a partir do ensaio de 

cromatografia de camada delgada (CCD) e outras impurezas radioquímicas, 

determinadas pela CLAE. Neste trabalho, foi comparada a eficiência de 

separação entre a Cromatografia de Camada Delgada de sílica gel (CCD-SG) e 

a Cromatografia em Camada Delgada de sílica gel instantânea (iCCD-SG) para 

a quantificação do fluoreto livre no produto (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 

2021c). 

Para o cálculo da porcentagem de pureza radioquímica (%PR) do PSMA-1007-
18F, foi utilizada a seguinte fórmula (5) abaixo: 

% 𝑃𝑅 = (100 − 𝐵) × 𝑇    (5) 

Onde: 

B= Porcentagem da radioatividade da impureza radioativa (fluoreto [18F]F-), 

determinada pela CCD-SG 

T= Proporção da radioatividade do pico referente ao PSMA-1007-18F em 

relação ao total da radioatividade eluída no cromatograma de CLAE. 

Desconsidere qualquer pico com retenção relativa em relação ao pico de 

PSMA-1007-18F de  0,8 ou menos. 
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De acordo com a monografia oficial do produto, o critério de aceitação 

para este ensaio é de %PR ≥ 91% (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021c). 

Em contrapartida, o critério de aceitação na literatura é de ≥ 95%. Por 

ser uma monografia muito recente, a literatura do PSMA-1007-18F tinha como 

base as monografias disponíveis de radiofármacos marcados com flúor-18, 

como o Fluorotimidina-18F (FLT-18F) (CARDINALE et al., 2017ª; EUROPEAN 

PHARMACOPOEIA, 2021a). 

Por esse motivo, este trabalho teve como critério o limite de ≥ 95%, 

contemplando ambos os limites. 

6.2.3.1 Determinação do perfil cromatográfico do flúoreto-18F livre por 

cromatografia em camada delgada de sílica gel (CCD-SG) 

O estudo se iniciou com a análise do perfil cromatográfico da impureza 

radioquímica mais provável na amostra de PSMA-1007-18F, o flúor-18 livre. 

Para isso, foram realizadas produções de NaF-18F , utilizando amostras de 

concentração 37 MBq/mL (1mCi/mL) com 2µL de aplicação nas fitas de CCD-

SG nos tamanhos de 12,5 cm X 1,5 cm. O sistema cromatográfico aplicado 

para o NaF-18F foi o mesmo que foi aplicado para o PSMA-1007-18F 

encontrado na literatura (descrito no item 6.2.3.2), a fim de identificar o fator de 

retenção da impureza (CARDINALE et al., 2017a; FESAS et al., 2019). 

 A partir dos resultados encontrados neste tópico, foi realizado o estudo 

sobre a pureza radioquímica do radiofármaco PSMA-1007-18F, tendo como 

base o perfil cromatográfico da impureza detectável por CCD-SG e iCCD-SG. 

6.2.3.2 Análise de pureza radioquímica do PSMA-1007-18F por cromatografia 

em camada delgada de sílica gel (CCD-SG) e cromatografia instantânea em 

camada delgada (iCCD-SG)  

A pureza radioquímica do PSMA-1007-18F foi avaliada por CCD-SG e  

por iCCD-SG. A razão da comparação entre os dois suportes do sistema 

cromatográfico foi a de avaliação de eficiência de separação e o tempo de 

corrida, visto que o tempo gasto para cada análise na rotina de controle de 

qualidade é importante para a liberação do produto. 
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Assim, foram usadas fitas de sílica gel com base de alumínio nas 

dimensões 12 cm X 1,5 cm com 10 cm de corrida como fase estacionária para 

CCD-SG (Merck, Alemanha), e fitas de fibra de vidro impregnada com sílica gel 

nas mesmas dimensões para iCCD-SG (Merck, Alemanha). As fitas foram 

ativadas por meio de aquecimento em estufa a 60 oC seguindo o protocolo do 

laboratório, e aplicou-se 2 μL do produto PSMA-1007-18F, com concentração 

37 MBq/mL (1 mCi/mL), no início da fita. Após a secagem da amostra aplicada, 

a fita foi posta dentro de uma cuba previamente saturada pela mistura dos 

solventes acetonitrila (Merck, Alemanha) e água purificada, na proporção 60:40 

V/V como fase móvel (CARDINALE et al., 2017ª; EUROPEAN 

PHARMACOPOEIA, 2021c). 

Após a corrida, as fitas foram secas em estufa e cortadas em 10 

segmentos de 1 cm, colocadas em tubos para a contagem da radioatividade 

em um contador gama do tipo poço (Cobra II, Packard – Perkin Elmer, EUA). O 

cálculo para a porcentagem de flúor livre presente nas fitas foi realizado de 

acordo com a fórmula (6) abaixo. 

஼௉ெ ௗ௢ ଵº ௦௘௚௠௘௡௧௢

∑ ஼௉ெ ௗ௔ ௙௜௧௔
× 100    (6) 

Onde: 

CPM= contagens por minuto 

Visto que a impureza não corre pela fita, foi considerada somente a 

contagem no primeiro segmento. Em ambos os sistemas foram realizadas 

corridas em triplicata para cada lote do radiofármaco produzido. 

6.2.3.3 Análise de pureza radioquímica do PSMA-1007-18F por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE)  

Foi utilizado o cromatógrafo modelo Prominence, com injetor automático 

SIL-AC20 HT, bomba LC-20AT, desgaseificador DGU-20 SR, detector UV/Vis 

SPD-20A e módulo comunicador CBM-20A (Shimadzu, Japão) para a 

quantificação da pureza radioquímica do produto PSMA-1007-18F. Para a 

detecção da radioatividade, foi usado o detector de radiação gama – Flow-RAM 

Radio HPLC Detector (Lablogic, Inglaterra), acoplado a unidade de detector 
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UV/VIS. A coluna usada para estes ensaios foi a de fase reversa C18 4,6 mm x 

250 mm, 5μm da Symmetry (Waters, EUA) (CARDINALE et al., 2017a). 

Utilizou-se gradiente descrito na literatura, empregando como fase móvel a 

mistura de acetonitrila (Merck, Alemanha) como solvente A e 0,1% de ácido 

trifluoroacético (Merck, Alemanha) como solvente B. Iniciou-se o ensaio com o 

condicionamento da coluna com 20 % do solvente A por 30 minutos com fluxo 

de 1 mL/min, com a injeção de 50 μL da amostra do produto PSMA-1007-18F, 

com concentração 37 MBq/mL (1 mCi/mL)  na coluna a 26 oC. A análise contou 

com o seguinte gradiente (CARDINALE et al., 2017a): 

 20% do solvente A entre 0-0,3 min;  

 30% de A entre 0,3-2 min 

 Manter a condição por 15 min;  

 Aumento do solvente A para 95% nos 6 minutos seguintes;  

 Manter a condição por 2 min;  

 Diminuição do solvente A para 20% de A em 1 min;  

 Término da corrida em 20% de A por 9 minutos para limpeza da coluna.  

Tempo total de corrida: 35 minutos. 

De acordo com a monografia oficial do PSMA-1007-18F publicada em julho 

de 2021, esse ensaio conta com as seguintes condições (EUROPEAN 

PHARMACOPOEIA, 2021c): 

 Coluna de fase reversa C18 (2,7 µm) 

 Tamanho: L= 0,15 m, Ø= 4,6 mm 

 Fluxo: 1,3 mL/min 

 Volume de injeção: 20 µL 

 Temperatura da coluna: 30 oC 

 Fase móvel: 

o Solvente A: Em 1 L de 3,12 g/L de solução de fosfato 

monossódico, adicionar 10,0 mL de uma solução 90 g/L de ácido 

fosfórico, ajustando o pH para 2,5 ± 0,1 com ácido fosfórico. 

o Solvente B: Acetonitrila para cromatografia 
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 Gradiente: início com 77% do solvente A por 2 minutos, seguido da 

diminuição da porcentagem do solvente A para 70% dentro de 12 

minutos. Dos 14 minutos até aos 17 minutos de corrida conta com a 

diminuição do solvente A de 70% para 40%, finalizando a corrida sob o 

mesmo fluxo e porcentagem de solvente A por mais 4 minutos, 

completando a corrida com tempo total de 21 minutos. 

Para fins de comparação, foi feita uma corrida nas mesmas condições 

acima descritas, mudando somente o diâmetro da partícula da coluna, a fim de 

avaliar a capacidade de separação do método. Não foi feita a identificação das 

impurezas, mas todas foram consideradas para o cálculo da %PR. 

6.2.5 Pureza química (PQ)  

Os ensaios para a determinação da pureza química do produto PSMA-

1007-18F estão descritos nos próximos itens, consistindo na quantificação dos 

solventes no produto final e o estudo sobre a metodologia na determinação 

semi-quantitativa do tetrabutilamônio. 

6.2.5.1 Solventes residuais 

Os solventes usados na síntese que não foram removidos pelo processo 

de purificação e permanecem no produto final são denominados solventes 

residuais ou produtos químicos orgânicos voláteis. Esses solventes podem 

impactar no rendimento e nos níveis de pureza do produto radiofarmacêutico, e 

seus níveis devem ser controlados para garantir que o material atenda aos 

critérios de aceitação da especificação e limites toxicológicos (REID, 2020). 

Sendo assim, os potenciais solventes residuais do produto PSMA-1007-
18F são etanol (EtOH) e dimetilsulfóxido (DMSO), empregados no processo de 

síntese e purificação. Para a quantificação desses solventes foi utilizado o 

cromatógrafo a gás (GC-17A – Shimadzu, Japão), do laboratório de controle de 

qualidade do Centro de Radiofrmácia. Os parâmetros usados estão descritos a 

seguir. 

● Sistema SPLIT  
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● Coluna 0,25 mm x 30 m, 0,5 μ de F.E.  

● Gás de arraste: hélio  

● Fluxo: 20 mL/min  

● Volume injetado: 1 μL  

● Rampa de temperatura: inicial de 75 ⁰C, mantendo por 2 minutos; aumento 

da temperatura até 250 ⁰C durante 3 minutos, mantendo até o final da corrida.  

● Duração da corrida: 7,13 minutos  

A corrida ocorreu em triplicata, com os picos do etanol e DMSO já pré-

definidos pelos métodos na biblioteca do software como 2,34 minutos e 6,59 

minutos respectivamente. A amostra foi diluída 20 vezes com água purifica, em 

um volume final de 1 mL. Os resultados são dados em partes por milhão (ppm), 

sendo o critério de aceitação descrito tanto na literatura quanto na 

Farmacopeia Europeia de 10% V/V (100.000 ppm) e o máximo de 2,5 g/dose 

(densidade: 0,790 g/mL) para o etanol. Para o DMSO, considerado como 

solvente de baixa toxicidade de classe 3 pela Farmacopéia Europeia, o máximo 

permitido é de 5.000 ppm ou 0,5% (CARDINALE et al., 2017ª; EUROPEAN 

PHARMACOPOEIA, 2021d). 

6.2.5.2 Determinação do Tetrabutilamônio – TBA 

O TBA é usado nas preparações radiofarmacêuticas atuando como 

catalisador de fase.  Ambos permitem a fluorinação nucleofílica do produto livre 

de carregador ou n.c.a (do inglês no-carrier-added), o que é essencial para 

uma boa marcação. A identificação e quantificação desses elementos no 

produto final devem ser realizadas antes de ser liberado para o uso 

(FUKUMORI; BARBOZA, 2011). 

O kryptofix é um aminopoliéter que, assim como o TBA, deve ser 

retirado antes do envase do produto final. Para isso, no processo de síntese 

ocorre a filtração do produto marcado pelo cartucho de resina catiônica PS-H+, 

que retira essas possíveis impurezas. Para garantir a qualidade do produto, a 

Farmacopeia Europeia indica para os radiofármacos marcados com flúor-18 
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FLT-18F e PSMA-1007-18F que a determinação do TBA seja feita por CLAE e 

por CCD, respectivamente, enquanto que para o aminopolieter é indicado 

SPOT TEST (KUNTZSCH et al., 2014; EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 

2021e). 

Para a determinação do TBA no produto PSMA-1007-18F, foi verificada a 

literatura disponível e monografias da Farmacopeia Europeia. Visando a 

otimização da metodologia, unificando fatores divergentes como concentração 

do padrão e solvente aplicado, foi realizado um estudo comparando pontos 

essenciais para melhor identificação do TBA no PSMA-1007-18F.  

6.2.5.2.1 Determinação dos fatores de estudo 

Apesar dos elementos kryptofix e TBA não serem da mesma família de 

éter coroa, ou seja, compostos cíclicos formados por um anel com vários 

grupos éter, ambos são usados como reagentes de fase e considerados 

impurezas no produto final. Segundo a monografia do FLT-18F e do PSMA-

1007-18F, o aminopoliéter pode ser detectado através de um SPOT TEST, 

utilizando uma solução padrão como referência e comparando a coloração das 

duas amostras. Por existirem estudos comparando-os em relação à eficiência 

de marcação e usando a mesma metodologia para identificá-los, foi usado 

como um dos fatores de estudo os dados disponíveis para a concentração do 

kryptofix para a identificação do TBA (JIANG et al., 2020). 

Por ser um método de baixo custo, rápido e prático, o CCD-SG foi o 

método escolhido para a determinação do TBA como contaminante para o 

produto PSMA-1007-18F, o mesmo indicado no capítulo geral da Farmacopeia 

Europeia para determinação de TBA em formulações radiofarmacêuticas 

(EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021e). Além de conseguir fornecer um 

resultado semi-quantitativo, este método também consegue separar o elemento 

de interesse do produto final, fornecendo uma informação mais assertiva. 

Neste sistema cromatográfico, o fator de retenção (Rf) do TBA foi de 0,1. Após 

a corrida, as placas foram secas e a mancha correspondente ao TBA foi 

revelada com vapor de iodo e o critério de aceitação para este ensaio foi o grau 

de coloração da mancha do padrão de TBA, sendo que a intensidade da 
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coloração da mancha correspondente ao produto PSMA-1007-18F não deverá 

ser mais intensa que a do padrão.  

Alguns fatores que poderiam influenciar na determinação do TBA pelo 

método CCD-SG foram avaliados, conforme descrito a seguir. Este ensaio foi 

realizado com o produto já decaído. 

6.2.5.2.1.1 Tamanho da fita  

Foram avaliados dois tamanhos de fitas de sílica gel com base de 

alumínio: 12,5 cm x 3,0 cm (comprimento usado no controle da pureza 

radioquímica), com duas fitas de 1,5 cm juntas, representando amostra de 

PSMA-1007-18F e a solução padrão de TBA; 8,0 cm x 4,0 cm (tamanho 

encontrado na literatura), com 3 fitas de aproximadamente 1,3 cm de largura 

juntas, representando uma amostra do produto PSMA-1007-18F, a solução 

padrão de TBA e um padrão negativo (CARDINALE et al., 2017a). 

Os dois modelos de fitas cromatográficas estão ilustradas na figura 17. 
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Figura 17 - Ilustração das fitas de CCD-SG usadas para a determinação do 

TBA no PSMA-1007-18F 

 

Fonte: Autor 

6.2.5.2.1.2 Concentração da solução padrão de TBA  

Foram estudadas três concentrações diferentes de solução padrão de 

referência. A primeira é uma concentração baseada da Farmacopeia Europeia 

para a determinação de aminopoliéter, para a qual 11 mg de TBAOH∙30H2O 

são dissolvidos em 25 mL de água, originando a solução 1. Posteriormente, 

1mL da solução 1 é diluída em V, sendo V o volume máximo da dose (o volume 

de 10 mL foi considerado para o PSMA-1007-18F). A solução referência final é 

de 2,2 mg/V (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021a; 2021c). 

Considerando que o TBA usado para o ensaio é 30 vezes hidratado, o 

resultado da concentração calculada foi multiplicado pelo fator de correção de 

0,302, anulando o peso extra vindo da água e considerando somente o TBA, 

tornando a concentração final de 0,013 mg/mL de TBA.  
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A segunda solução padrão também foi baseada da Farmacopeia 

Europeia para a determinação do TBA por CLAE. De acordo com a monografia 

do FLT-18F consultada, 170 mg de TBAOH∙30H2O foram diluídas em 20 mL de 

água formando a solução 1. Posteriormente, 1mL da solução 1 foi diluído em V, 

sendo V o volume máximo em dose (o volume de 10mL foi considerado para 

do PSMA-1007-18F), resultando da solução referência com concentração de 2,6 

mg/V. Aplicando o fator de correção, a concentração final da solução foi de 

0,26 mg/mL de TBA ou 2,6 mg/V de TBA (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 

2021a; 2021c). 

O capítulo geral sobre TBA em formulações radiofarmacêuticas usada 

como referência para o produto PSMA-1007-18F usa a mesma concentração de 

2,6 mg/V, onde V é o volume em dose, mas em um volume muito alto de 

solução. O preparo da solução do padrão de TBA se dá através da diluição de 

0,86 g de TBAOH∙30H2O em 100 mL de solução etanol:água 1:9 V/V, seguido 

da diluíção de 1 mL dessa mistura em V. Considerando que a quantidade de 

TBA usada para este ensaio é mínima, foi escolhida a preparação prescrita no 

parágrafo anterior, onde obteve a mesma concentração usando uma 

quantidade menor de recursos (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021e). 

A terceira e última solução foi retirada da literatura do produto, onde 330 

mg de TBAOH∙30H2O são diluídos em 10 mL de uma mistura 9:1 de água e 

etanol, formando a solução 1. Posterirormente, 100 µL dessa solução foram 

diluídos em 10 mL da mesma mistura de solventes, resultando em uma 

concentração de 0,1 mg/mL de TBA já corrigida (CARDINALE et al., 2017a). 

6.2.5.2.1.3 Solvente 

De acordo com as referências para o tópico 6.2.5.2.1.2, os solventes 

usados para a preparação das soluções padrão de TBA são água:etanol e 

água somente. Assim, ambos foram considerados para o estudo e cada 

concentração foi preparada com os dois solventes. 

Já em relação ao solvente para as corridas, uma solução de metanol e 

amônia 25% em proporção 9:1 foi usada como fase móvel para este ensaio 

(CARDINALE et al., 2017ª; EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021e). 
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6.2.5.2.1.4 Volume de amostra 

De acordo com a literatura, os volumes de 1µL, 2 µL e 5 µL são 

comumente usados para a determinação do TBA, seja para fitas de CCD ou 

para SPOT TEST. Assim, foram testados os volumes de 1 µL,  2µL e 5 µL para 

determinar o volume mais indicado para a identificação do TBA (DI IORIO et 

al., 2021; CARDINALE et al., 2017a). 

6.2.5.2.1.5 Ascorbato de sódio 

Visto que produtos orgânicos coram na presença de iodo e que a 

concentração do produto radiomarcado é muito pequena nos volumes usados, 

foi feita uma análise usando uma solução de ascorbato de sódio, agente 

estabilizante presente no produto final, em conjunto com as demais amostras. 

Usando as mesmas condições usadas no momento da síntese, uma solução 

de 20 mL com 400 mg de ascorbato de sódio foi preparada e analisada em 

conjunto com o PSMA-1007-18F a fim de comparar os fatores de retenção 

encontrados. Outra corrida foi feita misturando-se 1 mL de cada solução 

padrão de TBA a 1 mL da solução de ascorbato de sódio, para verificar o poder 

de separação do método escolhido. Essa análise foi realizada com ambos os 

solventes para a preparação do padrão de TBA descritos no tópico 6.2.5.2.1.3. 

6.2.5.2.2 Realização do ensaio 

O ensaio foi realizado usando um total de 18 cubas (9 para o padrão 

diluído em água purificada e 9 para o padrão diluído em água purificada + 

etanol), dividindo as fitas e suas cubas em grupos de a-c e A-C, de acordo com 

a figura 18 abaixo. 
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Figura 18 - Representação das cubas de CCD-SG no estudo dos fatores no 

ensaio de determinação de TBA. As letras maiúsculas representam o volume 

aplicado, enquanto que as letras minúsculas representam a concentração da 

solução padrão de TBA usada. 

 

Fonte: Autor 

Foram feitas corridas variando o volume de aplicação, a concentração 

da solução padrão de TBA, o solvente usado para a diluição do mesmo e o 

tamanho da fita. Assim, o ensaio se iniciou com a aplicação dos volumes em 

suas respectivas fitas, começando com as fitas de tamanho 8,0 cm x 4,0 cm. 

As fitas foram colocadas em cubas de vidros previamente saturadas com a 

fase móvel, tomando cuidado para não encostar nas laterais da cuba. Após as 

corridas, as fitas foram retiradas da cuba e secas em uma estufa com 

temperatura de 60°C. Durante a secagem das fitas, outra cuba com cristais de 

iodo foi aquecida entre 50 - 80°C até que vapores de iodo na cor roxa 

aparecessem. Com a cuba preenchida pelos vapores e as fitas totalmente 

secas, uma a uma foram introduzidas na cuba de iodo para revelação das 

manchas de TBA. Após 1 minuto, as fitas foram retiradas e as manchas 

reconhecidas e registradas. 



P á g i n a  | 88 
 

Este mesmo processo foi feito com as fitas de 12,5 cm x 3,0 cm e com 

as amostras de ascorbato de sódio. 

6.2.6 Aparência 

A descrição do produto foi realizada a partir da observação visual, com o 

critério de solução límpida, incolor e sem a presença de partículas 

(CARDINALE et al., 2017a). 

6.2.7 pH 

O pH é um elemento importante a ser controlado em preparações 

líquidas, pois impacta diretamente na solubilidade de fármacos e, 

consequentemente, na estabilidade e posterior absorção. Sua determinação 

pode ser feita por pHmetro ou por fitas de testes de pH.  

A determinação do pH do produto PSMA-1007-18F foi realizada 

utilizando-se fitas de teste de pH, sendo o intervalo aceito pela Farmacopeia 

Europeia de 4,5 a 8,5 (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021c).  

6.2.8 Microbiológico 

Foram realizados ensaios de esterilidade e endotoxinas bacterianas pelo 

método LAL (Lisado de Amebócitos de Limulus) no laboratório de controle de 

qualidade microbiológico do Centro de Radiofarmácia do IPEN. Os ensaios 

foram executados por profissionais treinados e de acordo com as técnicas 

descritas na FARMACOPEIA BRASILEIRA (2019), adaptadas para o controle 

biológico de radiofármacos. 

Para tanto, os ensaios foram realizados com o material PSMA-1007-18F 

decaído, com uma amostra de aproximadamente 100 µL do produto 

previamente fracionado em uma cela de processamento asséptico. A amostra 

foi diluída com 9,9 mL de solução estéril de cloreto de sódio 0,9% no 

laboratório de ensaios microbiológicos. 

Para o teste de esterilidade, 1 mL da amostra foi semeado em tubos 

contendo os meios de cultura tioglicolato (T) e soja tripticase (TSB), que foram 

incubados e mantidos nas temperaturas de 32,5 ± 2,5 oC e 22,5 ± 2,5 oC, 
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respectivamente, por 14 dias. Esse procedimento ocorreu em triplicata, sendo a 

formação de turvação do meio de cultura interpretada como a presença de 

crescimento microbiano e o produto reprovado no ensaio de esterilidade. 

Já para o teste de endotoxinas bacterianas foi utilizado o método LAL 

(lisado de amebócito de limulus), método semi-quantitativo baseado na 

formação de gel. Uma amostra de 100 µL do radiofármaco foi adicionada em 

um tubo contendo 100 µL de LAL previamente solubilizado, que ficou incubado 

por 60 ± 2 minutos a 37 ± 1 oC. A interpretação do resultado se dá pela 

observação de formação ou não de gel que se adere à parede do tubo ao 

inverter o mesmo de cima para baixo. O critério de aceitação do ensaio deve 

ser menor que 17,5 unidades de endotoxinas por mL (UE/mL) (EUROPEAN 

PHARMACOPOEIA, 2021c). 

6.3 Ensaios Experimentais 

Os ensaios apresentados a seguir têm como objetivo complementar o 

estudo sobre o radiofármaco PSMA-1007-18F, contemplando ensaios de estudo 

de estabilidade e lipofilicidade. Dados necessários para fundamentar futuro 

registro do mesmo junto a ANVISA. 

6.3.1 Estudo de estabilidade do PSMA-1007-18F 

O estudo de estabilidade do radiofármaco é de extrema importância, 

tendo em vista que a estabilidade de um composto depende do tempo de 

exposição à luz, de mudanças de temperatura e da radiólise que pode ocorrer. 

Quanto mais tempo um composto fica exposto a essas condições, mais ele 

tenderá a se decompor. Por esta razão, substâncias como ascorbato de sódio, 

ácido ascórbico e sulfito de sódio são frequentemente adicionadas ao produto 

final a fim de manter a estabilidade dos radiofármacos (SAHA, 2010). 

Neste trabalho foi analisado o efeito desses fatores, em especial o efeito 

da radiólise, tendo em vista a alta atividade específica do PSMA-1007-18F 

(28,521 GBq/μg ou 770,837 mCi/μg). Apesar desse efeito ser mais pronunciado 

em radiofármacos de terapia, radionuclídeos para diagnósticos com alta 

atividade podem provocar a quebra da ligação entre ele e a molécula, 
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promovendo doses desnecessárias em tecidos normais e prejudicando o 

diagnóstico (OLIVEIRA et al., 2006). 

O ensaio foi realizado simulando o processo de produção do 

radiofármaco, com base no histórico de produção da instituição para o FDG-
18F. Segundo a literatura consultada, a média da atividade de PSMA-1007-18F 

para doses em humanos é de 303,4 ± 66,6 MBq (8,2 ± 1,8 mCi), com volume 

máximo de dose injetada de 10 mL. Para o presente ensaio, foi considerada a 

atividade de 370 MBq/dose (10 mCi) no volume máximo de 10 mL (1mCi/mL) 

(CARDINALE et al., 2017a; GIESEL et al., 2018a, 2018b; SPRUTE et al., 

2021). 

Considerando a produção de uma dose para centros médicos fora do 

estado de São Paulo, como Bahia ou Porto Alegre, foi feita a correção para 

seis horas de decaimento do flúor, totalizando uma dose no momento da 

fabricação de 10,77 GBq (291 mCi). 

Assim, foi feita a produção do PSMA-1007-18F com concentração de 

1,077 GBq/mL (29,1 mCi / mL) para estudar sua estabilidade frente às seis 

horas de transporte, considerando a atividade máxima que a blindagem de 

chumbo pode transportar. Neste ensaio, a %PR da solução mãe foi analisada 

por CLAE e CCD-SG, com amostras de 1 mCi/mL sendo retiradas a cada uma 

hora durante o período de seis horas após a síntese. 

6.3.2 Determinação do coeficiente de partição (Log P) experimental 

Para determinar as propriedades lipofílicas do radiofármaco, foram 

preparados três tubos, cada um contendo 3 mL de n-octanol (fase orgânica) e 3 

mL de solução tampão fosfato salino pH 7,4. Misturaram-se as fases por 

processo de agitação e aguardou-se por 24 horas até a completa ambientação 

e separação das fases. Em seguida, adicionou-se, em cada tubo, 100 μL do 

radiofármaco, contendo aproximadamente 12,58 kBq (0,34 μCi). Prontamente, 

agitaram-se os tubos durante 1 hora em temperatura ambiente. Após a 

separação das fases, recolheu-se uma alíquota de 100 μL de cada uma delas 

para contagem em contador automático do tipo poço. O coeficiente de partição 

(Log P) foi determinado pela fórmula (7) (DURKAN et al., 2007). 
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𝐿𝑜𝑔 𝑃 = log
௖௣௠ ௗ௔ ௙௔௦௘ ௢௥௚â௡௜௖௔

௖௣௠ ௗ௔ ௙௔௦௘ ௔௤௨௢௦௔
    (7) 

6.4 Ensaios Pré-Clínicos 

Os ensaios apresentados a seguir têm como objetivo complementar o 

estudo sobre o radiofármaco PSMA-1007-18F, contemplando ensaios in vitro e 

in vivo com modelo tumoral LNCaP. Os dados aqui recolhidos serão usados 

para fundamentar seu futuro registro junto a ANVISA. 

6.4.1 Cultivo das células LNCaP 

A linhagem celular escolhida foi a LNCaP por ser PSMA+, ou seja, 

expressa a glicoproteína PSMA de modo que o produto PSMA-1007-18F 

consegue se ligar especificamente a ela (BOUVET et al., 2016). 

Para os ensaios pré-clínicos, as células LNCaP (ATTC® CRL-1740TM)  

foram cultivadas em frascos de cultura com 75 cm² com meio de cultura RPMI 

1640 (Life Technologies, MD, EUA), suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (SFB) (Life Technologies, MD, EUA), 100 U/mL de penicilina e 300 µg/m 

de estreptomicina (Life Technologies, MD, EUA). As células foram mantidas em 

estufa úmida a 37 oC com atmosfera de 5% de CO2, com a troca do meio de 

cultura realizada duas vezes por semana. Na etapa de tripsinização, foram 

utilizados 3 mL de tripsina EDTA 0,25% com 8 minutos de incubação em estufa 

a 37 oC. 

Para os estudos in vitro, células foram semeadas em placas de seis 

poços para células aderentes, com 2 mL de meio de cultura RPMI 1640 com 10 

% V/V de SFB em cada poço. As placas foram incubadas em estufa por 4 

horas a 37 oC em estufa com 5% de CO2 para promover a adesão das células. 

Para os ensaios in vivo, foram preparadas suspensões de 100 µL 

contendo aproximadamente 5 milhões de células em PBS pH 7,4. 

6.4.2 Ensaios in vitro 



P á g i n a  | 92 
 

Os dois ensaios descritos a seguir foram baseados da literatura, com o 

objetivo de determinar a especificidade do radiofármaco para com células 

cancerígenas PSMA+. Os ensaios foram adaptados para maior viabilidade do 

processo, com o número de células determinado de 1x105 células por poço 

(CARDINALE et al., 2017b). 

6.4.2.1 Ensaio de competição  

Para esse ensaio foi usado padrão PSMA-1007-F e o PSMA-11 marcado 

com gálio-68 como amostra radioativa competidora. Devido à alta atividade 

específica que o produto PSMA-1007-18F apresenta foi usada essa 

metodologia descrita em literatura, na qual a contagem da atividade foi feita 

com base no gálio-68 (CARDINALE et al., 2017b). Assim, 20 µg do PSMA-11 

foi marcado com 4 mL do eluato do gerador-68Ge-68Ga (atividade de marcação 

entre 125,8 – 138,38 MBq; 3,40 – 3,74 mCi), empregando-se procedimento 

padronizado no IPEN e a pureza radioquímica da preparação foi determinada 

por CCD, apresentando resultado de pureza superior a 98%. O PSMA-11-68Ga 

foi diluído para 10 mL com o meio de cultura, sendo utilizados 2,11 nmol/poço 

(2 µg/mL) do produto finalizado. Já o PSMA-1007-F foi diluído em meio de 

cultura a uma concentração de 2,11 µmol/poço (1000x excesso).  

O ensaio foi realizado em triplicata utilizando seis poços com 1x105 células 

LNCaP, três com o agente competidor PSMA-1007-F e três com o material 

radioativo PSMA-11-68Ga, somente. Iniciou-se o ensaio com a adição de 1 mL 

do PSMA-11 radiomarcado em todos os poços, seguido pela adição de 1 mL 

de meio de cultura em metade dos poços e 1 mL do PSMA-1007-F na outra 

metade, caracterizando a ligação total e a ligação por competição pelo PSMA 

de membrana, respectivamente. 

A incubação ocorreu à temperatura de 4 oC por uma hora seguido do 

processamento dos poços, consistindo da retirada do sobrenadante de todos 

os poços, colocado em tubos de contagens identificados (1-3 com competidor; 

4-6 sem competidor), seguida da lavagem dos poços com 1mL de PBS pH 7,4. 

O sobrenadante de lavagem também foi recolhido e transferido para os 

respectivos tubos (1-3 e 4-6). Por fim, foi adicionado aos poços 1 mL de 
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hidróxido de sódio (NaOH) 1 M para a lise das células, à temperatura ambiente, 

por 10 minutos. O sobrenadante das células lisadas de cada poço foi então 

recolhido e transferido para outros tubos de contagens identificados (1’-3’ com 

competidor; 4’-6’ sem competidor). Esse último passo foi feito duas vezes, 

totalizando 3 tubos para ligação total e 3 para ligação específica. 

Em paralelo, foi feito o preparo do padrão do PSMA-11-68Ga em triplicata, 

com a dose aplicada em cada poço em um volume de 2 mL. Ao final do 

processamento das células e seu recolhimento em cada poço, foi realizada a 

contagem de cada tubo em um contador automático do tipo poço, com valores 

obtidos em contagens por minuto (CPM). Estes valores foram convertidos em 

porcentagem e usados para o cálculo da porcentagem de ligação específica do 

PSMA-1007-F em função da atividade do PSMA-11-68Ga. 

6.4.2.2 Ensaio de internalização 

Para o ensaio de internalização foi usado o produto PSMA-1007-18F com 

concentração de 1 mCi/mL, em placa de 6 poços contendo 1x105 células 

LNCaP em cada poço. O ensaio se iniciou com a adição de 1 mL do produto 

radiomarcado em cada poço, com incubação em estufa à 37 oC por uma hora. 

Em seguida foi realizado o processamento dos poços de modo semelhante ao 

item 6.4.2.1 com o recolhimento do sobrenadante e transferência para tubos de 

contagem (T6), seguida da lavagem dos poços com PBS e a transferência do 

volume para os mesmos tubos (T6). 

A segunda parte do processamento dos poços contou com o tratamento 

ácido, através da adição de 1 mL de tampão glicina 0,1 M (pH 2,8) em cada 

poço em temperatura ambiente por 5 minutos, seguido do recolhimento do 

volume em tubos de contagens (T6’) para a retirada do peptídeo ligado na 

superfície da célula. 

A terceira e última parte contou com o tratamento básico através da adição 

de 1 mL de hidróxido de sódio 1 M em cada poço por 10 minutos para a quebra 

das células e a verificação da porcentagem de internalização do peptídeo. Essa 

ação foi realizada duas vezes em temperatura ambiente, com os volumes de 

cada lavagem coletados em tubos de contagem (T6’’) 
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As contagens de cada tubo obtidas em CPM foram usadas para o cálculo 

de porcentagem de internalização, ligação superficial e ligação total do produto 

PSMA-1007-18F. 

6.4.3 Ensaios in vivo 

O uso de modelo animal é de extrema importância para avaliar o 

potencial de novos radiofármacos, incluindo os materiais radiomarcados com 
18F com potencial de serem desenvolvidos no Centro de Radiofarmácia do 

IPEN como radiotraçadores de imagem molecular para o diagnóstico de 

câncer. Em estudos de medicamentos, vários modelos animais foram 

desenvolvidos na tentativa de melhor reproduzir a doença, tal como ocorre no 

organismo humano. Os modelos animais são altamente relevantes para avaliar 

o potencial destes medicamentos na fase de estudos pré-clínicos e futura 

aplicação na clínica translacional (SUZUKI et al., 2008). 

O rato é o animal mais usado em pesquisa, seguido pelo camundongo, 

coelho, cão, suíno e primatas. Cerca de 85 % dos artigos da Medline e 70,5 % 

dos artigos da Lilacs empregam ratos e camundongos, quando se trata de 

radiofármacos de F-18. É frequentemente encontrado na literatura o uso de 

ratos e camundongos como modelo animal para câncer de próstata, com foco 

em machos para a formação de tumores com células PC-3 e LNCap. 

CARDINALE et al. (2017b) usaram camundongos machos da linhagem BALB/c 

para estudar a biodistribuição do radiofármaco PSMA-1007-18F. 

ZLATOPOLSKIY et al. (2018), trabalharam com ratos para comparar 

compostos radiomarcados com flúor-18 e gálio-68 em relação à especificidade 

e sensibilidade em imagens PET/CT. 

Para avaliar o comportamento do radiofármaco PSMA-1007-18F quando 

presente no organismo vivo e, assim, validar os dados presentes na literatura, 

foram realizados os ensaios descritos a seguir (CARDINALE et al., 2017b; 

PUJATTI, 2012). 
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6.4.3.1 Estudos farmacocinéticos em camundongos BALB/c sadios 

A farmacocinética estuda a cinética das variáveis absorção, distribuição, 

metabolismo e excreção em relação ao tempo. Esses diferentes parâmetros 

farmacocinéticos oferecem uma imagem clara dos dados quantitativos in vivo 

para um determinado medicamento sob estudo pré-clínico e clínico, ajudando 

na tomada de decisões sobre os efeitos terapêuticos e segurança dos 

medicamentos. Esse estudo é feito durante o desenvolvimento do 

medicamento, no qual a análise desses aspectos pré-clínicos é vital para sua 

aplicação (RAJPOOT et al., 2021). 

Sendo assim, o ensaio de farmacocinética foi realizado em conjunto com 

o ensaio de biodistribuição em camundongos BALB/c sadios entre 12-13 

semanas de vida. Por meio de administração intravenosa caudal, 5,55 MBq 

(150 µCi) do produto PSMA-1007-18F, diluídos em 100µL de solução injetável 

de cloreto de sódio 0,9%, foram injetados e a captação sanguínea foi avaliada 

nos tempos de 15 minutos, 30 minutos, 1h, 2h e 4h após a administração, em 4 

animais para cada tempo. Ao final de cada tempo, os animais foram 

anestesiados por inalação de isoflurano, sendo sacrificados logo após a coleta 

da amostra de sangue do coração por meio de uma seringa de insulina 

(BALIEIRO, 2020). 

A radioatividade das amostras de sangue foi analisada em um contador 

automático do tipo poço e os dados em CPM foram processados em 

porcentagem de atividade injetada (%AI) em relação ao CPM do padrão, 

conforme descrito na fórmula (8). Assim, os dados foram analisados e plotados 

em um gráfico utilizando-se o software GraphPad Prism 8.4.3 sob o modelo de 

distribuição bicompartimental, caracterizado por duas exponenciais, 

representando a fase de decaimento rápido e fase de decaimento lento. 

%𝐴𝐼 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 =
஼௉ெ ௗ௔ ௔௠௢௦௧௥௔×௩௢௟௘௠௜௔ ௧௢௧௔௟

௩௢௟௨௠௘ ௗ௔ ௔௠௢௦௧௥௔×(஼௉ெ ௗ௢ ௣௔ௗ௥ã௢ି஼௉ெ ௗ௔ ௖௔௨ௗ௔)
× 100 (8) 

Os parâmetros estudados neste ensaio foram: Constante de distribuição 

(α), Constante de eliminação (β), Meia-vida de eliminação (T1/2β), Meia-vida de 

distribuição (T1/2α) e a Área sob a curva (AUC). Além desses pontos, o 
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clareamento sanguíneo (CL) e o volume de distribuição (Vd) foram calculados 

por meio das fórmulas (9) e (10). 

𝐶𝐿 =
஺௧௜௩௜ௗ௔ௗ௘ ௧௢௧௔௟ ௔ௗ௠௜௡௜௦௧௥௔ௗ௔ (஼௉ெ)

஺௎஼
   (9) 

𝑉𝑑 =
஼௅

ఉ
     (10) 

6.4.3.2 Estudo de biodistribuição em camundongos BALB/c sadios 

O método utilizado para analisar a variação das concentrações do 

radiofármaco PSMA-1007-18F nos diferentes fluidos e tecidos do organismo foi 

o método invasivo. O presente ensaio foi realizado de acordo com o 

especificado no item 6.4.3.1. Após a coleta de sangue, os animais foram 

sacrificados por deslocamento cervical e os principais órgãos foram retirados e 

pesados. A radioatividade presente no sangue e tecidos foi contada em um 

contador gama tipo poço, com os dados ajustados em software de CPM para 

captação nos tecidos em função da porcentagem da atividade injetada (%AI) e 

por atividade por grama do tecido (%AI/g) através das fórmulas (11) e (12) 

abaixo. 

%𝐴𝐼 =
஼௉ெ (ó௥௚ã௢/௧௘௖௜ௗ௢)

஼௉ெ (௣௔ௗ௥ã௢)ି஼௉ெ (௖௔௨ௗ௔)
× 100   (11) 

%𝐴𝐼/𝑔 =
஼௉ெ (ó௥௚ã௢/௧௘௖௜ௗ௢)

௣௘௦௢ ௗ௢ ó௥௚ã௢ (௚)×(஼௉ெ ௣௔ௗ௥ã௢ି஼௉ெ ௖௔௨ௗ௔)
× 100  (12) 

Para o cálculo da atividade presente nos ossos (%AI/osso total) e nos 

músculos (%AI/músculo total) em porcentagem, foi considerado o peso do 

esqueleto como 12 % e dos músculos como 40 % do peso corporal do animal 

(BOFF, 2008). 

  %𝐴𝐼(𝑜𝑠𝑠𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙) =
஼௉ெ ௙ê௠௨௥×ଵଶ×௣௘௦௢ ௖௢௥௣ó௥௘௢ (௚)

௣௘௦௢ ௙ê௠௨௥ (௚)×(஼௉ெ ௣௔ௗ௥ã௢ି஼௉ெ ௖௔௨ௗ௔)
  (13) 

%𝐴𝐼(𝑚ú𝑠𝑐𝑢𝑙𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙) =
஼௉ெ ௠ú௦௖௨௟௢×ସ଴×௣௘௦௢ ௖௢௥௣ó௥௘௢ (௚)

௣௘௦௢ ௠ú௦௖௨௟௢ (௚)×(஼௉ெ ௣௔ௗ௥ã௢ି஼௉ெ ௖௔௨ௗ௔)
  (14) 
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6.4.3.3 Estudo de biodistribuição em camundongos SCID com modelo 

tumoral LNCaP 

Para o presente estudo foram utilizados cinco camundongos machos 

SCID entre 13 e 22 semanas de vida para avaliar a biodistribuição para cada 

tempo avaliado, sendo 30 minutos, 1 hora, e 2 horas após a administração do 

radiofármaco. Para o desenvolvimento do modelo tumoral, 1x105 células de 

tumor LNCaP em 50% de Matrigel foram injetadas subcutaneamente na pata 

esquerda dos camundongos, com os estudos iniciados após duas semanas do 

dia de inoculação. O diâmetro dos tumores palpáveis ficou em torno de 6 a 7 

mm.  

A metodologia do estudo seguiu conforme descrita no item 6.4.3.2 e a 

coleta de sangue foi feita pelo plexo ocular utilizando-se um tubo capilar 

heparinizado, de volume 70 µL. O sacrifício dos animais e a retirada dos órgãos 

foram realizados conforme descrito para os camundongos sadios, incluindo a 

retirada do tumor para determinação da %AI/órgão ou tumor e %AI/g. 

6.4.3.3.1 Estudo de competição in vivo 

Em conjunto com o ensaio de biodistribuição em camundongos SCID 

com tumor, um grupo de cinco animais foi incluído no tempo de 1 hora para um 

estudo de competição, com o objetivo de demonstrar a especificidade do 

produto PSMA-1007-18F in vivo. Assim, 100 µg de PSMA I&T diluídos em 100 

µL de água para injetáveis (API) foram injetados via caudal 30 minutos antes 

da aplicação do radiofármaco, atuando como agente bloqueador. Por ser 

específico para PSMA e por não haver um estudo comparativo com o PSMA-

1007-18F na literatura até o momento, o PSMA I&T foi incluído no estudo como 

agente competidor (CYTAWA et al., 2020). 

Os animais foram sacrificados juntamente com os animais sem a 

presença de competidor, tendo o mesmo tratamento descrito anteriormente. 
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6.4.3.3.2 Imagem de corpo inteiro de camundongos SDIC com modelo 

tumoral LNCaP em Micro PET 

Foram realizadas imagens em micro PET/CT em três animais com 

modelo tumoral nos tempos de 1 hora, 1 hora com bloqueio e de 2 horas após 

a administração de 5,55 MBq (150 µCi) do radiofármaco, para avaliar a imagem 

de biodistribuição e captação tumoral. Para a realização das imagens, os 

animais foram anestesiados com isoflurano por inalação (concentração inicial 

0,5% - anestesia geral 1,0 a 1,87 %) e sacrificados nos determinados tempos, 

e colocados na câmara de escaneamento microPET/SPECT/CT 

(microPET/SPECT/CT focus 220 siemens). A aquisição da imagem PET foi 

realizada por 15 minutos, seguida de imagem CT (35 keV, 400 µA). Durante 

esse período, a câmara de escaneamento foi mantida a 35 ºC.  

A visualização das imagens, processamento e análise foram realizados 

com o software PMOD v3.3. Para a análise das imagens PET, os arquivos 

foram calibrados por SUV (do inglês standardized uptake value) e a captação 

no tumor foi obtida após seleção do VOI (do inglês volume of interest) do tumor 

a partir da imagem CT e aplicação desse VOI na imagem PET.  

6.4.3.4 Histopatologia do tumor de próstata LNCaP 

Um exame histopatológico consiste em avaliar um fragmento de tecido 

através de um microscópio para confirmação de um diagnóstico, no caso deste 

trabalho, o objetivo foi a avaliação do tecido tumoral para confirmação. Após a 

realização do ensaio completo de biodistribuição em animais SCID com modelo 

tumoral, os tumores recolhidos foram cortados e fixados em lâminas com 

parafina para análise histopatológica. A avaliação das lâminas foi realizada por 

meio de um microscópio Nikon Eclipse Ci, onde foi possível registrar as 

imagens da camada superficial e interna dos tumores. 

6.5 Validação da Metodologia Analítica para determinação da Pureza 

Radioquímica 

Como parte complementar do trabalho e também um processo 

importante para a implementação de uma rotina de produção do radiofármaco 
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PSMA-1007-18F, foi realizada a validação da metodologia analítica de CCD  

empregada detecção do flúor-18 livre na determinação da pureza radioquímica. 

Além de ser um requerimento das Boas Práticas de Fabricação (BPF), é uma 

das atividades que asseguram a qualidade do produto farmacêutico e garante 

resultados analíticos confiáveis. 

Seguindo as diretrizes da RDC Nº 166 da ANVISA (ANVISA, 2017),  

esta parte do trabalho teve como objetivo garantir que o método escolhido seja 

adequado e satisfaz os requisitos descritos no capítulo de radiofármacos da 6ª 

edição da FARMACOPEIA BRASILEIRA (2019). 

 O presente ensaio foi realizado visando a validação completa do método 

analítico, contemplando os parâmetros de validação por doseamento, que 

inclui: Seletividade; Linearidade; Precisão – repetibilidade; Precisão 

intermediária; Exatidão; Robustez e Intervalo. O ensaio de Exatidão não foi 

realizado, pois não há disponível uma substância química de referência (SQR) 

para avaliar a capacidade do método analítico em recuperar o analito da 

amostra, tão pouco se tem disponível outro método validado que possa ser 

utilizado de maneira comparativa.  

6.5.1 Método cromatográfico a ser avaliado 

O método analítico escolhido para validação foi a cromatografia de 

camada delgada de sílica gel 60 com suporte aluminizado nas dimensões 12,5 

x 1,5 cm, com ponto de aplicação a 1,5 cm do início da fita e a frente do 

solvente a 11,5 cm, totalizando 10 cm de corrida e como solvente a mistura de 

acetonitrila e água purificada nas proporções 40:60, em cuba de vidro pré-

saturada por 30 minutos com a mistura de solventes (3-4 mL) (CARDINALE et 

al., 2017a). 

A concentração radioativa padrão do produto PSMA-1007-18F usada 

para a validação foi de 37 MBq/mL (1 mCi/mL), diluída (quando necessário) em 

solução de cloreto de sódio 0,9%. O volume de aplicação foi de 2 µL, com a 

corrida iniciada logo após a secagem da amostra. Ao final da corrida, as fitas 

foram secas e cortadas em 10 segmentos de 1 cm, colocados em tubos de 

contagem para leitura em contador gama do tipo poço.  
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Como método de avaliação do método, foi estudado o poder de 

separação entre a impureza flúor-18 livre e o produto radiomarcado, sendo 

avaliado não só o fator de retenção de ambos os materiais como também sua 

porcentagem de atividade residual. Sendo assim, foi considerado o critério de 

aceitação para pureza radioquímica do PSMA-1007-18F previsto na literatura de 

≥ 95%, definindo a porcentagem permitida para o flúor-18 livre de ≤ 5% 

(CARDINALE et al., 2017a), o que vai de encontro com o critério estipulado na 

monografia do PSMA-1007-18F (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021c). O 

cálculo da porcentagem de pureza radioquímica (%PR) foi efetuado de acordo 

com a fórmula (16), subtraindo-se de 100% a porcentagem calculada de flúor-

18 livre. Por sua vez, a porcentagem de flúor-18 livre foi calculada de acordo 

com a fórmula (15). 

%𝐹𝑙ú𝑜𝑟 𝑙𝑖𝑣𝑟𝑒 =
஼௉ெ ௗ௢ ଵº ௦௘௚௠௘௡௧௢

∑ ஼௉ெ ௗ௔ ௙௜௧௔
× 100   (15) 

%𝑃𝑅 = 100 − %𝐹𝑙ú𝑜𝑟 𝑙𝑖𝑣𝑟𝑒   (16) 

O Rf do produto PSMA-1007-18F e a impureza radioquímica flúor livre se 

encontra na tabela 3. 

Tabela 3 - Fator de retenção das espécies radioquímicas do produto PSMA-

1007-18F 

Rf do produto 

(PSMA-1007-18F) 

Rf da impureza 

(18F livre) 

Entre 0,9 e 1,0 0,0 

Fonte: Autor. *(CARDINALE et al., 2017a). 

6.5.2 Parâmetros avaliados 

6.5.2.1 Seletividade 

Este parâmetro teve como objetivo demonstrar que a presença de 

impurezas, possíveis contaminantes e produtos químicos ou radioativos na 

matriz não interferem na identificação ou na quantificação do produto. Assim, 

de acordo com o processo de produção, foram selecionadas duas matéria-

primas químicas (MPQ) e uma matéria-prima radioativa (MPR) que podem 
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interferir no Rf do PSMA-1007-18F e, consequentemente, invalidar o método 

escolhido. 

A MPR usada foi o Na18F, obtido no mesmo módulo de síntese 

empregado na produção do PSMA-1007-18F, a partir da extração do íon 

fluoreto (18F-) do cartucho QMA com cloreto de sódio 0,9%. A concentração da 

MPR foi de 37 MBq/mL (1 mCi/mL). 

A MPQ 1 foi o solvente DMSO, enquanto que a MPQ 2 foi uma solução 

de TBA na mesma concentração da solução referência da Farmacopeia 

Europeia de 2,6 mg/V. 

A partir das soluções interferentes, foram preparadas sete soluções 

testes a fim de avaliar o comportamento de cada interferente isoladamente e na 

presença do PSMA-1007-18F. As soluções foram preparadas de acordo com a 

tabela 4. 

Tabela 4 - Descrição do preparo das soluções testes para o ensaio de 

seletividade 

Solução 

Teste 
PSMA-1007-18F 

MPR 
18F- 

MPQ1 

DMSO 

MPQ2 

TBA 

1 0,1 mL - - - 

2 - 0,1 mL - - 

3 0,1 mL 0,1 mL - - 

4 0,1 mL - 20 µL - 

5 - 0,1 mL 20 µL - 

6 0,1 mL - - 20 µL 

7 - 0,1 mL - 20 µL 

Fonte: Autor 

Com as soluções teste preparadas, foi aplicado o método CCD-SG para 

a determinação da pureza radioquímica do produto PSMA-1007-18F em 

triplicata. A mistura do produto com os demais interferentes não deve 

influenciar no seu Rf, assim como a mistura dos interferentes entre si não deve 

alterar o Rf das espécies radioquímicas. Este critério de aceitação está 

evidenciado na tabela 5. 
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Tabela 5 - Critério de aceitação para o ensaio de seletividade 

Solução teste Critério de aceitação 

1 
Rf entre 0,9 e 1,0 

(% PR ≥ 95%) 

2 
Rf em 0,0 

(MPR fluoreto 18F- ) 

3 
Rf entre 0,9 e 1,0 

(Sem interferência da MPR no Rf do PSMA-1007- 18F) 

4 
Rf entre 0,9 e 1,0 

(Sem interferência da MPQ 1 no Rf do PSMA-1007- 18F) 

5 
Rf em 0,0 

(Sem interferência da MPQ 1 no Rf do fluoreto 18F- ) 

6 
Rf entre 0,9 e 1,0 

(Sem interferência da MPQ 2 no Rf do PSMA-1007- 18F) 

7 
Rf em 0,0 

(Sem interferência da MPQ 2 no Rf do fluoreto 18F- ) 

Fonte: Autor 

Foi calculado o desvio padrão (17) e o desvio padrão relativo (18) da 

%PR da solução teste 1,  definindo o quanto os valores encontrados se 

desviam da média. O DPR deve ser ≤ 5%. 

𝐷𝑃 = ට
∑(௫೔ି௠éௗ௜௔ೣ)మ

௡ିଵ
     (17) 

𝐷𝑃𝑅 =
஽௉

௠éௗ௜௔ೣ
× 100     (18) 

Onde: 

DP = Desvio padrão 

DPR = Desvio padrão relativo 

xi = valor da %PR encontrada individual 

médiax = média das %PR encontradas 

n = número de análises realizadas 
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6.5.2.2 Linearidade 

O ensaio de linearidade teve como objetivo avaliar a reprodução de uma 

resposta linear entre a concentração do produto e a radioatividade que ele 

apresenta, dentro de um intervalo específico. Para isso, foi utilizada uma 

amostra de PSMA-1007-18F com concentração padrão de 37 MBq/mL (1 

mCi/mL), considerada como uma solução 100%. Com base nesta amostra, 

diluições de 5% a 120% foram preparadas a fim de avaliar a linearidade entre a 

concentração do produto e a atividade medida em CPM no contador gama. A 

tabela 6 detalha o preparo das amostras. 

Tabela 6 - Preparo das diluições das amostras para o ensaio de linearidade 

Amostra 1 2 3 4 5 6 

Concentração 5% 

(0,05 

mCi/mL) 

10% 

(0,1 

mCi/mL) 

50% 

(0,5 

mCi/mL) 

8% 

(0,8 

mCi/mL) 

100% 

(1,0 

mCi/mL) 

120% 

(1,2 

mCi/mL) 

PSMA-1007-18F Volume necessário para se obter a atividade próxima à desejada 

Cloreto de 

sódio 0,9% 

Volume necessário para a diluição até a atividade desejada 

Fonte: Autor 

Este estudo foi realizado por SPOT TEST e a capacidade de detecção 

do sistema foi avaliada frente à linearidade em relação à diluição da amostra. 

As análises foram feitas em quintuplicata com as fitas de CCD-SG divididas em 

5 segmentos de 2 cm cada, com o volume de aplicação da amostra de 2 µL. 

Após a secagem das amostras, as fitas foram cortadas e contadas em um 

contador gama do tipo poço, onde as CPM encontradas foram avaliadas e 

tratadas conforme descrito a seguir: 

a) Representação gráfica das respostas em função da concentração do 

analito;  

b) Gráfico de dispersão dos resíduos, acompanhado de sua avaliação 

estatística;  

c) Equação da reta de regressão de y em x, estimada pelo método dos 

mínimos quadrados;  
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d) Avaliação da significância do coeficiente angular: 

● Homocedasticidade; 

● Nos testes estatísticos foi utilizado um nível de significância de 5%; 

● Avaliação da associação linear entre as variáveis por meio dos 

coeficientes de correlação (r) e de determinação (r²). 

Como critério de aceitação, os resultados das contagens de cada 

amostra devem ser diretamente proporcionais à concentração de 18F. Em 

somatória, o coeficiente angular deve ser significativamente diferente de zero. 

6.5.2.3 Precisão 

O ensaio avaliou a concordância entre os resultados obtidos por meio 

dos ensaios de repetibilidade e precisão intermediária, com amostras 

preparadas conforme descrito no item 6.5.1, utilizando um único lote do 

produto. As amostras foram preparadas no início de cada procedimento de 

maneira independente dos demais estudos realizados neste trabalho. 

O ensaio de repetibilidade seguiu os critérios de avaliação utilizando seis 

réplicas com 100 % da concentração padrão de 37 mBq/mL (1 mCi/mL), com 

as análises feitas pelo mesmo operador, no mesmo dia, com a mesma 

instrumentação e método de detecção. 

O ensaio de precisão intermediária foi conduzido por dois analistas 

diferentes, no mesmo dia, com as análises feitas no mesmo laboratório e 

empregando a mesma instrumentação e método de detecção. O ensaio foi feito 

em triplicata para cada analista, contemplando as mesmas concentrações de 

37 MBq/mL (1 mCi/mL). 

Este estudo é interpretado pela dispersão dos resultados, sendo 

calculado o desvio padrão relativo dos resultados da porcentagem de pureza 

radioquímica encontrada em ambas as análises. A variância (V) foi calculada a 

partir do desvio padrão relativo entre os resultados analisando o quão distante 

cada valor do conjunto encontrado está do valor esperado, encontrado na 

repetibilidade. A fórmula (19) usada para esta finalidade se encontra abaixo. 

𝐷𝑃 =  √𝑉     (19) 
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6.5.2.4 Robustez 

O ensaio de robustez avalia a capacidade do método escolhido em 

resistir a pequenas e deliberadas variações das condições analíticas padrão, 

não afetando seu Rf e sua pureza. Se o método se diz robusto o suficiente, 

maior é a confiança nos resultados de precisão vistos no estudo anterior, pois 

um complementa e influencia o outro. 

Em junho de 2020, o INMETRO publicou orientação sobre validação de 

métodos analíticos, segundo a qual o ensaio de robustez é totalmente opcional 

(INMETRO, 2020). A RDC Nº 166 não estipula um método ou parâmetros a 

serem avaliados usando CCD, ficando a critério do analista determinar quais 

são os pontos críticos a serem avaliados neste estudo (ANVISA, 2017). 

Para esse estudo, utiliza-se como procedimento analítico padrão no 

Centro de Radiofarmácia do IPEN o teste de Youden, proposto em 1975 por 

Youden e Steiner, que avalia a influência de variações múltiplas no resultado 

final de forma individual (BONFILIO et al., 2012). 

Este mesmo teste é proposto pela União Europeia na versão de 2002 de 

diretrizes para o desempenho dos métodos analíticos e na interpretação dos 

resultados. No documento publicado, é dito como convencional o teste de 

Youden para análises de pequenas e grandes alterações na validade de 

robustez (COMISSÃO EUROPEIA, 2002). 

A estratégia do teste conta com a identificação dos fatores que 

influenciam diretamente nos resultados, seguido pela denominação como 

valores de alto nível e baixo nível, representados pelas letras maiúsculas e 

minúsculas, respectivamente. A partir disso, o experimento é organizado de 

maneira fracionária pelo modelo de Plackett-Burman, que permite que o estudo 

seja feito com até sete fatores de variáveis em oito experimentos. Assim, o 

efeito de cada fator é estimado como a diferença entre o resultado médio 

obtido no alto nível e o obtido no baixo nível (KARAGEORGOU; SAMANIDOU, 

2014). 

Com base nisso, para o presente estudo foram determinadas três 

variáveis em quatro ensaio em triplicata: Concentração do produto PSMA-
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1007-18F, volume aplicado e o solvente utilizado na fase móvel (F.M.). A 

condição padrão de análise, denominada como valores de alto nível, estão 

especificadas na tabela 7 com letas maiúsculas. A condição variável, 

denominada como valores de baixo nível, estão especificadas com letras 

minúsculas. Os parâmetros foram organizados e conduzidos de acordo com a 

tabela 8. 

Tabela 7 - Fatores escolhidos para o estudo de robustez, especificando os 

valores de alto e baixo nível 

Parâmetros 
Valores 

Alto nível Baixo nível 

Concentração da 

amostra 

37 MBq/mL 

(A) 

18,5 MBq/mL 

(a) 

Volume da amostra 
2 µL 

(B) 

5 µL 

(b) 

Composição da fase 

móvel (v/v) 

Acetonitrila/H2O purificada 

(60:40) 

(C) 

Acetonitrila/H2O purificada 

(40:60) 

(c) 

Fonte: Autor 

Tabela 8 - Esquema adotado nos experimentos de robustez considerando os 

fatores de alto e baixo nível 

Parâmetros 
Número de experimentos 

1 2 3 4 

A/a A A a a 

B/b B b B b 

C/c C c c C 

Resultados R1 R2 R3 R4 

Fonte: Autor 

A %PR de cada experimento foi calculada de acordo com os demais 

ensaios. O efeito de cada parâmetro foi estimado a partir da diferença (D) entre 

a média obtida nos valores de alto nível e baixo nível, seguindo as fórmulas 

(20) e (21). 

𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎 %𝑃𝑅஺/஻/஼/௔/௕/௖ =
∑ ோಲ/ಳ/಴/ೌ/್/೎

ଶ
    (20) 
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𝐷 = 𝑀é𝑑𝑖𝑎஺/஻/஼ −  𝑀é𝑑𝑖𝑎௔/௕/௖    (21) 

O teste de t de student foi adotado para determinar se os fatores 

selecionados têm um efeito significativo no resultado final, tendo como 

referência um valor tabulado bicaudal com nível de confiança de 95%. O 

cálculo de cada variável foi feito segundo a fórmula (22). 

𝑇 =
௠éௗ௜௔ି௠éௗ௜௔బ

ವ.ು.

√೙

     (22) 

Onde: 

média = média dos valores 

Média0 = Média da população, que é igual a 0 

D.P. = Desvio padrão dos valores 

n = número de experimentos, que é igual a 12 

Como critério de aceitação, os efeitos encontrados foram comparados 

com o valor unilateral para (n-1) graus de liberdade. O método é considerado 

robusto se o valor T calculado (Tcal) encontrado for menor que valor de T 

tabelado (Ttab) da Distribuição T de Student (MILLER; MILLER, 2018). 

6.5.2.5 Intervalo 

Segundo a RDC nº166 (ANVISA, 2017), o ensaio de intervalo é 

obrigatório na validação por doseamento e avalia se a quantidade do analito 

presente na amostra está dentro de um limite mínimo e máximo de trabalho 

previamente estabelecido, onde estes limites pode ser determinado pelo 

próprio laboratório ou, se o radiofármaco tiver monografia em compêndios 

reconhecidos pela ANVISA,  usar os dados fornecidos pelo documento oficial. 

Normalmente é o último ensaio a ser realizado, pois ele analisa os resultados 

de linearidade e exatidão a fim de determinar esse intervalo de trabalho de 

modo otimizado (EMA, 1995). 
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6.6 Análise Estatística 

Para a análise estatística utilizou-se o programa GraphPad Prism 8.4.3. 

Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão (DP). Foi aplicado 

teste t de Student com distribuição bicaudal para comparação entre grupos. 

Diferenças foram consideradas significativas quando o valor de p foi menor que 

0,05. 
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7 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

7.1 Determinação do Rendimento de Síntese do PSMA-1007-18F 

Foram realizados testes de qualificação da programação do módulo, 

fornecido pelo fabricante do kit de reagentes para a síntese do radiofármaco 

PSMA-1007-18F (ABX, Alemanha), por meio de simulações da síntese do 

radiofármaco. Esta avaliação teve como objetivo verificar a adequabilidade da 

planilha do software, possibilitando a operação do módulo sem interrupções ou 

falhas.  

Partindo para a síntese com flúor-18, a partir da irradiação em cíclotron 

da água enriquecida em 18O, foram realizadas 10 sínteses de PSMA-1007-18F 

com a planilha original. Todas as produções foram feitas com alta atividade de 

entrada, com tempo de irradiação de 1 hora e 30 minutos ± 30 minutos.  

As produções de PSMA-1007-18F ocorreram de acordo com a literatura, 

com tempo de síntese de 43 minutos (WITKOWSKA-PATENA et al., 2020). A 

tabela 9 apresenta as atividades de entrada e de saída do módulo, usadas para 

o cálculo de rendimento corrigido. Uma das produções foi interrompida devido 

a um problema na válvula da liberação de TBA-OH, fazendo com que o 

radionuclídeo não fosse eluído do cartucho QMA e a síntese do PSMA-1007-
18F não teve continuidade. Ainda assim, foi possível calcular o rendimento de 

síntese das demais produções e compará-las ao critério de aceitação da 

literatura. 
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Tabela 9 - Rendimento de marcação do PSMA-1007-18F 

Síntese 
Atividade de 

Entrada (GBq) 
Atividade de 
saída (GBq) 

Rendimento 
corrigido 

Critério de 
aceitação na 

literatura* 
1 105,9 19,3 23,9% 

43,3% - 52,8% 

2 91,0 44,3 64,6% 
3 89,1 1,0 1,2% 
4 51,8 - Interrompida 
5 42,0 16,0 49,9% 
6 81,8 15,7 25,2% 
7 67,2 26,0 53,9% 
8 101,3 51,7 67,8% 
9 120,6 43,0 47,4% 
10 89,1 29,7 43,5% 

Fonte: Autor. *(CARDINALE et al., 2017a) 

Três sínteses apresentaram resultados de rendimento abaixo do descrito 

em literatura (síntese 1, 3 e 6), sendo usadas para validação da metodologia 

analítica empregada para pureza radioquímica do PSMA-1007-18F. Na primeira 

síntese houve uma troca nos frascos de envase, onde o volume final era maior 

do que o frasco podia comportar, levando à interrupção do processo de 

envase. Como o volume não foi inteiramente para o frasco, o rendimento 

calculado foi subestimado, ficando abaixo do limite esperado. O baixo 

rendimento observado nas sínteses 3 e 6 foram atribuídos, respectivamente à 

falha de comunicação que ocorreu entre o computador e o módulo pelo cabo 

USB, travando o programa no momento da síntese e falha mecânica do 

módulo. A comunicação entre o computador e o módulo é de extrema 

importância, pois sem o software o módulo não realiza a síntese, e essa falha 

fez com que a produção não fosse feita de maneira correta, levando a um 

rendimento desprezível. Já para a síntese 6, a provável razão foi que o módulo 

não tenha desempenhado os comando corretamente (falha mecânica), visto 

que um volume remanescente foi encontrado em cada frasco de reagente ao 

final da produção.  

Algo que deve ser observado, no entanto, é que a medida da atividade 

de flúor-18 na entrada do módulo é realizada de forma estimada pelo detector 

no cartucho QMA, não sendo possível medir a atividade com precisão. Já a 
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atividade do produto acabado é efetivamente determinada por meio de um 

calibrador de doses presente na cela de envase.  

No geral, o rendimento obtido nas produções estão de acordo com o 

encontrado na literatura por outros autores de 57,0 ± 10,1%, corroborando a 

ideia de que a metodologia aplicada neste trabalho é efetiva (FESAS et al., 

2019).  

Todas as produções realizadas foram utilizadas para a realização dos 

ensaios deste trabalho. As sínteses do radiofármaco PSMA-1007-18F no 

módulo TRACERLab MX apresentaram rendimentos altos que não variaram 

significativamente em função da atividade de entrada (P <0,0001), capazes de 

atender a inúmeras doses do radiofármaco, dependendo da calibração 

empregada. A atividade de PSMA-1007-18F empregada em estudos clínicos 

varia de acordo com a literatura consultada, sendo de 356 – 111 MBq (GIESEL 

et al., 2017), 240 – 260 MBq (GIESEL et al., 2018b), 154 – 326 MBq (GIESEL 

et al., 2018a) ou 4 MBq/kg (KUTEN et al., 2020; RAHBAR et al., 2018a). 

Considerando-se uma atividade média administrada de 250 MBq, a síntese 8, 

por exemplo, que resultou em atividade final de 51,7 GBq, corresponderia a 

206 doses do radiofármaco, sem considerar a correção para a data de 

calibração. 

7.2 Controle de Qualidade do Radiofármaco PSMA-1007-18F 

7.2.1 Identidade radioquímica 

O ensaio foi realizado em conjunto com o Serviço de Controle de 

Qualidade do Centro de Radiofarmácia do IPEN/CNEN, por meio da medida da 

atividade em função do tempo das amostras de PSMA-1007-18F para 

determinar o tempo de meia-vida física do flúor-18.  

O decaimento radioativo é um processo que não depende de fatores 

externos, sendo que a velocidade de decaimento nuclear depende unicamente 

da identidade do isótopo, não de sua forma química ou da temperatura. Assim, 

a velocidade de decaimento é de primeira ordem, visto que a relação entre a 

velocidade de decaimento e o número de núcleos radioativos é dada pela lei de 
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decaimento radioativo descrita a seguir (23), onde k é a constante de 

decaimento (ATKINS; JONES; LAVERMAN, 2018).  

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 = 𝑣𝑒𝑙𝑜𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑒 𝑑𝑒𝑐𝑎𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 × 𝑘   (23) 

A lei de velocidade de primeira ordem implica em um decaimento 

exponencial entre a concentração do reagente pelo tempo e, sabendo que a 

atividade de uma amostra radioativa é proporcional ao número de átomos 

presentes na amostra, é possível verificar se a reação vista nas amostras de 

PSMA-1007-18F são de primeira ordem lançando em um gráfico o logaritmo 

natural das atividades em função do tempo, esperando um comportamento de 

uma reta onde a sua inclinação é –k (ATKINS; JONES; LAVERMAN, 2018). 

A figura 19 ilustra o comportamento de decaimento visto nas amostras 

de PSMA-1007-18F, e na tabela 10 encontram-se os dados calculados através 

das medidas da atividade, respectivamente. (n=4). 

Figura 19 - Curva de decaimento de ln das amostras de PSMA-1007-18F 

 

Fonte: Autor 
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Tabela 10 - Dados obtidos através da análise estatística da atividade 

encontrada nas amostras de PSMA-1007-18F na sua identificação 

radionuclídica 

Síntese 
(n) 

Equação da reta coeficiente angular 
(-k) 

r² T1/2 
calculado 
(minutos) 

A Y = -0,006400*X + 
1,051 

-0,006400 
 

0,9990 
 

108,3 

B Y = -0,006300*X + 
1,967 

-0,006300 
 

0,9985 
 

110,0 

C Y = -0,006300*X + 
2,577 

-0,006300 
 

0,9985 
 

110,0 

Fonte: Autor 

O coeficiente de determinação calculado mostra o grau de variação 

entre os valores obtidos e quanto mais próximo de 1, maior é a sua precisão. 

Os r² das 3 amostras analisadas indicam grande ajuste ao modelo estatístico 

linear usado, caracterizando perfeito comportamento de cinética de primeira 

ordem, em especial a síntese A. Com isso, foi possível confirmar 

estatisticamente de que se trata de um processo de decaimento radioativo, 

podendo-se determinar o T1/2 do radioisótopo pela equação 3 do item 6.2.1. 

 A equação da reta pode ser interpretada da seguinte forma: lnatividade = kt 

+ b, onde b é o coeficiente linear e k o coeficiente angular, termo que 

acompanha x, em minutos. Aplicando os valores encontrados na equação 3, 

foram calculados os tempos de meia-vida representados na tabela 10. Pelas 

monografias do FDG-18F (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019), FLT-18F 

(EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021a) e PSMA-1007-18F (EUROPEAN 

PHARMACOPOEIA, 2021c), a meia-vida do flúor-18, determinada usando um 

sistema de detecção adequado, deve estar entre 105 e 115 minutos, critério 

também adotado na literatura do radiofármaco (CARDINALE et al., 2017a). O 

T1/2 de cada síntese ficou dentro do critério aceito para o flúor-18, confirmando 

ser o radionuclídeo presente na amostra de PSMA-1007-18F. 

7.2.2 Pureza radionuclídica (PRn) 

A pureza radionuclídica foi avaliada em amostras do PSMA-1007-18F 

conforme procedimentos estabelecidos pelo Serviço de Controle de Qualidade 
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do Centro de Radiofarmácia do IPEN/CNEN. As análises foram realizadas em 

média 2 horas após bombardeamento, e detectadas por um detector de 

germânio ultrapuro com limites de detecção de fótons entre 1 e 65.535 keV por 

10 minutos. O equipamento consegue detectar fótons vindos de radioisótopos 

emissores de raios gama e pósitrons. Os pósitrons são emitidos por núcleos 

deficientes de nêutrons que interagem com os elétrons do meio e são 

aniquilados, dando origem a dois fótons de 511 keV que são emitidos em 

direções opostas e identificados pelo detector (SAHA, 2010). 

Através dessa medição, foi possível determinar quantitativamente o 

flúor-18 presente na amostra de PSMA-1007-18F através da área dos picos de 

energia. O pico que obteve energia maior nas análises realizadas foi o pico 

característico do pósitron de 511 keV, e o pico de 1.022 keV foi encontrado em 

duas análises, sendo considerado, em conjunto com 511 keV, para o cálculo de 

% pureza radionuclídica (%PRn). Essa energia de 1.022 keV se dá pela soma 

das duas energias de 511 keV (SAHA, 2010).   

De acordo com KILIAN et al. (2014), as principais impurezas 

radionuclídicas encontradas que contribuem para a atividade do produto final 

são 52Mn, 56Co, 57Co, 58Co, 95Tc e 183Re, e as energias características destes 

radionuclídeos não foram encontradas nas leituras das amostras de PSMA-

1007-18F analisadas (tabela 11). Kilian afirma que a presença de outros 

radionuclídeos é possível e altamente variável, pois depende diretamente de 

fatores externos como parâmetros de produção (porta-alvo usado, energia dos 

prótons e corrente de feixe), possível contaminação no fracionamento, 

equipamento usado para medição e o tempo decorrido desde o final do 

bombardeamento até a medição da amostra. 
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Tabela 11 - Impurezas radionuclídicas que podem ser encontradas na 

produção de radiofármacos marcados com flúor-18 

Radionuclídeos Energia (keV) 
52Mn 1434,1 / 935,5 / 744,2 
56Co 846,8 
57Co 122,1 
58Co 810,8 
95Tc 765,8 

183Re 1345 

Fonte: KÖHLER et al., 2013; MARENGO et al., 2008. 

Tabela 12 - Energias encontradas nas leituras das amostras de PSMA-1007-
18F para a análise de pureza radionuclídica (n=5) 

Origem Energia (keV) Área do pico 

Raio-X 

30,11 5,03 x 103 

30,36 1,14 x 104 

80,42 4,45 x 103 

84,49 3,10 x 102 

84,87 6,48 x 102 

Impurezas 

desconhecidas 

310,87 6,48 x 102 

335,71 6,87 x 102 

364,50 2,56 x 103 

571,13 4,95 x 101 

636,95 7,15 x 101 

18F 
510,96 2,55 x 105 – 6,12 x 105 

1021,78 4,51 x 101 – 6,88 x 101 

Fonte: Autor 

A tabela 12 mostra as impurezas radionuclídicas encontradas nas 

amostras de PSMA-1007-18F em contagens consideráveis, mas não suficientes 

para interferir na pureza radionuclídica do radiofármaco, de acordo com os 

critérios de aceitação (tabela 13). O critério de aceitação para a pureza 

radionuclídica do PSMA-1007-18F é o mesmo adotado para outros 

radiofármacos com flúor-18 como FDG-18F (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 
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2019) e FLT-18F (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021a). Para o cálculo de 

%PRn, os picos com energias abaixo de 100 keV não foram incluídos por 

serem considerados como raios-X. 

Tabela 13 - Porcentagem de pureza radionuclídica de diferentes produções de 

PSMA-1007-18F 

Sínteses (n) %PRn calculada Critério de aceitação* 

5 99,9% 

99,9% 

6 98,9% 

7 99,9% 

8 99,99% 

10 99,99% 

Fonte: autor. *(EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021c) 

A purificação realizada pelo cartucho QMA no momento da síntese do 

PSMA-1007-18F promoveu a retenção da maior parte dos contaminantes vindos 

do cíclotron, contribuindo para a pureza radionuclídica observada (KÖHLER et 

al., 2013). 

A síntese 6 apresentou pureza radionuclídica de 98,9%, não atendendo 

ao critério de aceitação. Uma das possíveis causas foi o baixo rendimento de 

síntese (25,2%). O problema no software no momento da síntese pode ter 

ocasionado uma falha na etapa de purificação da água irradiada e com isso ter 

carregado mais impurezas para o produto final.  

Sendo assim, segundo a monografia do PSMA-1007-18F supracitada, 4 

dos 5 lotes produzidos do radiofármaco foram aprovados pois atingiram a 

pureza radionuclídica mínima de 99,9%. É necessário um estudo mais 

aprofundado para a detecção dessas impurezas, visto que as energias 

encontradas nas amostras de PSMA-1007-18F não correspondem às citadas na 

literatura. Leituras com tempos mais tardios, por exemplo, de 9 horas após a 

síntese podem ser uma opção para elucidar as divergências aqui descritas. 

7.2.3 Pureza radioquímica (PR) 
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Para o estudo de pureza radioquímica do radiofármaco PSMA-1007-18F, 

as fitas foram ativadas 30 minutos antes para melhor desempenho da corrida. 

As propriedades de separação da sílica gel 60 dependem do estado "ativado" 

do adsorvente, que está relacionado com o teor de água presente na fita. Por 

isso é recomendado aquecer a placa, tanto de CCD quanto de iCCD, 10-20 

minutos à 110 oC antes do uso (DECRISTOFORO et al., 2007). 

7.2.3.1 Determinação do perfil cromatográfico do flúoreto-18F livre por 

cromatografia em camada delgada de sílica gel (CCD-SG) 

A figura 20 mostra o perfil em radio-CCD do NaF-18F. As linhas 

identificadas no cromatograma limitam o ponto de aplicação e a frente do 

solvente, ficando 15 mm e 115 m do início da fita, respectivamente. 

Figura 20 - Perfil cromatográfico da impureza fluoreto-18F (18F-) no sistema 

CCD empregado para análise de PSMA-1007-18F 

 

Fonte: Autor 

É possível identificar o fator de retenção do fluoreto-18F (18F-), visto que a 

maior concentração das contagens do material radioativo se encontra retida no 

início da fita, mais especificamente, no ponto de aplicação da amostra, não 

interagindo com a fase móvel. Sendo assim, é possível afirmar que a impureza 

fluoreto-18F (18F-) possui um Rf de 0,0 - 0,1, que sustenta o critério visto na 
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monografia do PSMA-1007-18F de Rf = 0 (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 

2021c). 

7.2.3.2 Análise de pureza radioquímica por cromatografia em camada 

delgada de sílica gel (CCD-SG) e cromatografia instantânea em camada 

delgada (iCCD-SG)  

Com o perfil da impureza registrado, foi realizado um estudo 

comparativo com dois sistemas cromatográficos diferentes, empregando CCD-

SG e iCCD-SG, para determinar a melhor condição de trabalho para a 

avaliação da pureza radioquímica do radiofármaco (figuras 21 e 22). 

Figura 21 - Perfil cromatográfico representativo do PSMA-1007-18F em CCD-

SG, empregando acetonitrila:água na proporção 60:40 (V/V) como solvente 

 

Fonte: Autor 
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Figura 22 - Perfil cromatográfico representativo do PSMA-1007-18F em iCCD-

SG, empregando acetonitrila:água na proporção 60:40 (V/V) como solvente 

 

Fonte: Autor 

A diferença entre as duas corridas se baseia na fase estacionária 

estudada, sendo o material usado na corrida de CCD a sílica gel em fina 

camada sobre uma base de alumínio, enquanto que na iCCD a sílica gel está 

impregnada em fibra de vidro que oferece um aumento nas propriedades 

migratórias do solvente, diminuindo o tempo de corrida sem afetar a separação 

das impurezas radioquímicas (DECRISTOFORO et al., 2007). No ensaio 

comparativo, o tempo de corrida para CCD-SG e iCCD-SG foi de 35 minutos e 

15 minutos, respectivamente. Esse menor tempo de análise faz com que as 

fitas de fibra de vidro sejam frequentemente usadas na rotina de controle de 

qualidade de radiofármacos, mesmo sendo mais cara em relação às placas de 

CCD-SG. 

É possível analisar nas figuras 21 e 22 que, para o mesmo produto, o 

poder de separação do CCD é superior ao do iCCD, visto que o CCD 

apresenta uma clara separação entre o radiofármaco de sua impureza 
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(fluoreto-18F), sem haver arraste de material na fita ou retenção no ponto de 

aplicação da amostra, ao contrário do observado no sistema iCCD. Mesmo 

apresentando um tempo de corrida consideravelmente menor, o iCCD não 

forneceu a confiabilidade de separação esperada para este tipo de análise, 

resultando em uma %PR de 88,53%. Enquanto que o CCD ofereceu uma ótima 

separação e boa resolução do pico, com valor de %PR de 98,85%. 

Considerando o princípio de separação da cromatografia de camada 

delgada, que se baseia na adsorção dos componentes presentes na amostra 

pela fase estacionária, a interação do PSMA-1007-18F pelo solvente é maior do 

que o fluoreto-18F, visto que ambas as fitas possuem o mesmo material 

adsorvente (previamente ativado) e apresentam maior contagem proveniente 

do radiofármaco entre os segmentos 9 e 10. Pelo fato da sílica gel (SiO2) ser 

consideravelmente polar, os solutos mais polares interagem mais fortemente 

com a fase estacionária, se movendo mais lentamente pela fita, enquanto que 

solutos menos polares se movem mais rapidamente por interagir mais com a 

fase móvel, ficando mais próximo da frente do solvente como o PSMA-1007-
18F. Ao aumentar a polaridade da fase móvel, os solutos polares podem ser 

arrastados para mais longe da origem, diminuindo a separação (SANTIAGO; 

STROBEL, 2013). A proporção de acetonitrila:água 60:40 (V/V) mostrou-se 

adequada para separar o radiofármaco da principal impureza.   

O CCD-SG foi escolhido para ser usado nos ensaios de %PR para as 

demais produções de PSMA-1007-18F por apresentar melhor resolução das 

espécies envolvidas. 

Em contrapartida, o fator de retenção visto tanto na monografia 

(EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021c) quanto na literatura (FESAS et al., 

2019) do PSMA-1007-18F é de cerca de  0,7 e 0,8, respectivamente, enquanto 

que no presente trabalho o Rf encontrado foi entre 0,9 – 1,0. A temperatura de 

ativação das fitas, condições de preparo e armazenamento da mistura de 

solventes e até o fabricante da fase estacionária são fatores que devem ser 

levados em consideração ao se analisar o Rf encontrado. Além disso, a 

monografia da Farmacopeia Europeia não estabelece tamanho da fita e 
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preconiza a corrida de pelo menos 2/3 da mesma (EUROPEAN 

PHARMACOPOEIA, 2021c). 

7.2.3.3 Identidade do produto e análise da pureza radioquímica do PSMA-

1007-18F por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

A CLAE utiliza equipamentos que empregam pequenas colunas 

recheadas com materiais que atuam como fase estacionária, através da qual 

uma fase móvel é eluída, sob alta pressão, realizando separações e análises 

quantitativas de compostos em poucos minutos, com uma alta resolução e 

sensibilidade (COLLINS et al, 2006).  

Para a análise de pureza radioquímica por CLAE, consultou-se na 

literatura disponível algumas metodologias, visto que a monografia do PSMA-

1007-18F não estava disponível no momento deste estudo (CARDINALE et al., 

2017b; NAKA et al., 2020; SOEDA et al., 2019). Alguns métodos utilizam um 

fluxo de até 4mL/min e, considerando que a coluna cromatográfia disponível 

não suportaria fluxos muito superiores a 1 mL/min, foi selecionado o método 

descrito no ítem 6.2.3.2 deste trabalho. 

Com a publicação da monografia do radiofármaco, foi feita a 

comparação entre o  método descrito na monografia do PSMA-1007-18F da 

Farmacopeia Europeia (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021c) e o método 

descrito na literatura (CARDINALE et al., 2017a) a fim de analisar o 

desempenho de ambos na detecção do PSMA-1007-18F e das impurezas. Os 

métodos da literatura e da monografia foram intitulados como método 1 e 

método 2, respectivamente. 

Desta forma, para a realização da análise de pureza radioquímica do 

produto, foi necessário primeiro a identificação do mesmo em CLAE. Assim, 

foram realizadas corridas com o padrão de PSMA-1007-F nas mesmas 

condições de análise de pureza radioquímica previstos na literatura e na 

monografia da Farmacopeia Europeia, a fim de determinar o RT do pico 

característico do radiofármaco. Nas figuras 23 e 24, estão os cromatogramas 

de UV-VIS do PSMA-1007-F nos dois métodos. 
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Figura 23 - Perfil cromatográfico em CLAE do PSMA-1007-F pelo método 1 

proposto em literatura, com concentração 0,5 mg/mL em DMSO. Corrida 

realizada em coluna de fase reversa C18 (Waters, 250 mm x 4,6 mm, 5µm) 

com fase móvel acetonitrila:0,1% de ácido trifluoroacético, fluxo de 1 mL/min a 

26 oC com volume de injeção de 50 µL. Apresentando perfil UV-VIS nos 

comprimentos de onda 280 nm e 220 nm 

 

Fonte: Autor 
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Figura 24 - Perfil cromatográfico em CLAE do PSMA-1007-F pelo método 2 

proposto na monografia, com concentração 0,5 mg/mL em DMSO. Corrida 

realizada em coluna de fase reversa C18 (Shimadzu, 150 mm x 4,6 mm, 5µm) 

com fase móvel tampão fosfato (pH 2,5):acetonitrila, fluxo de 1,3 mL/min a 30 
oC com volume de injeção de 20 µL. Apresentando perfil UV-VIS no 

comprimento de onda 225 nm 

 

Fonte: Autor 

O conjunto de picos observados no espectro UV-VIS, na amostra de 

PSMA-1007-F do método 1 entre os tempos de 20 a 30 minutos de corrida, 

correspondem ao DMSO, solvente usado para a diluição do PSMA-1007-F, 

confirmado por meio da corrida de CLAE sobre as mesmas condições na qual 

foi aplicado somente o solvente (figura 25). 
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Figura 25 - Perfil cromatográfico em CLAE do DMSO. Corrida realizada em 

coluna de fase reversa C18 (Waters, 250 mm x 4,6 mm, 5µm) com fase móvel 

acetonitrila:0,1% de ácido trifluoroacético, fluxo de 1 mL/min a 26 ⁰C com 

volume de injeção de 50 µL. Apresentando perfil UV-VIS no comprimento de 

onda 280 nm 

 

Fonte: Autor 

A Farmacopeia Europeia descreve o CLAE em detector UV (225 nm) 

para identificação de PSMA-1007 (RT = 11 minutos) e substâncias 

relacionadas, como defluoro-trimetilamonio-PSMA-1007 e  defluorohidroxi-

PSMA-1007, com retenção relativa com relação ao PSMA-1007 de 0,5 minutos 

e 0,6 minutos, respectivamente.  

Considerando os cromatogramas de ambos os métodos e as 

especificações farmacopeicas, não foram observadas as impurezas descritas, 

e sim outras impurezas desconhecidas no espectro UV-VIS no RT de 1,5 

minutos e no cromatograma radioativos nos TR de 15,52 minutos e 16,51 

minutos no método 2 e uma impureza no TR de 21,26 minutos no 

cromatograma radioativo e no RT de 3 minutos no espectro UV-VIS no método 

1. 

Os picos encontrados destacados nas figuras 23 e 24 foram utilizados 

para a identificação do produto radioativo nos ensaios de pureza radioquímica, 
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confirmando o pico de maior proporção nos espectros radioativos nas 

produções de PSMA-1007-18F como sendo do radiofármaco. 

 As figuras 26 e 27 mostram o perfil radioativo de amostras de PSMA-

1007-18F em CLAE, onde os picos em maior proporção foram identificados 

como o produto radiomarcado.  

Figura 26 - Perfil cromatográfico em CLAE do PSMA-1007-18F pelo método 1 

proposto em literatura. Corrida realizada em coluna de fase reversa C18 

(Waters, 250 mm x 4,6 mm, 5µm) com fase móvel acetonitrila:0,1% de ácido 

trifluoroacético, fluxo de 1 mL/min a 26 oC com volume de injeção de 50 µL 

 

Fonte: Autor 
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Figura 27 - Perfil cromatográfico em CLAE do PSMA-1007-18F pelo método 2 

proposto na monografia. Corrida realizada em coluna de fase reversa C18 

(Shimadzu, 150 mm x 4,6 mm, 5µm) com fase móvel tampão fosfato (pH 

2,5):acetonitrila, fluxo de 1,3 mL/min a 30 oC com volume de injeção de 20 µL 

 

Fonte: Autor 

CARDINALE et al. (2017a) adotaram o método para a identificação do 

produto PSMA-1007-18F, no qual a comparação do tempo de retenção entre o 

pico do padrão de referência e o RT do produto no espectro radioativo é 

realizada com um limite de tolerância de ± 0,5 minutos de diferença. A 

monografia do radiofármaco determina a comparação do RT dos picos do 

padrão (CLAE UV-VIS) e PSMA-1007-18F, devendo haver similaridade entre os 

RT (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021c). 

Alguns parâmetros divergem entre os métodos avaliados: solvente 

utilizado, tamanho da coluna, gradiente, fluxo aplicado e volume injetado. 

Apesar do tempo de análise também ser diferente (35 minutos para o método 1 

e 21 minutos para o método 2), o tempo de retenção (RT) do produto PSMA-

1007-18F foi praticamente o mesmo, com valores de 14 min e 19 seg para o 

método 1 e 14 min e 15 seg para o método 2 (figuras 26 e 27). 
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Com uma diferença entre os dois picos no método 1 de 0,03 minutos 

para UV-VIS 280 nm e 0,05 minutos para UV-VIS 220 nm e 0,44 minutos para 

o método 2, é possível confirmar que se trata do produto PSMA-1007-18F. 

Os pequenos picos radioativos observados no espectro de CLAE do 

método 1 no tempo de 21 minutos podem ser equivalentes aos relatados por 

SHAMNI et al. (2019), com impurezas descritas nos tempos de retenção entre 

20 e 23 minutos, utilizando as mesmas condições de gradiente e solventes 

aplicados neste trabalho. Através de algumas modificações no processo de 

síntese, Shamni conseguiu melhorar a %PR do produto de 87 ± 8% para 94 ± 

2%, diminuindo as impurezas consideravelmente, aumentando a porcentagem 

de etanol  na etapa de purificação. A hipótese é de que essas impurezas sejam 

resultado de degradação do produto final devido ao elevado tempo de 

radiomarcação. Considerando que a produção do PSMA-1007-18F é feita de 

maneira automatizada, é de se esperar que o método seja otimizado, com a 

retenção do máximo de impurezas durante o processo, sejam elas químicas ou 

radioativas. Com um tempo médio de 1 hora ± 30 minutos do final da síntese 

até o início do controle de qualidade, esta hipótese se torna válida para o 

presente trabalho. 

7.2.3.4 Cálculo da porcentagem de pureza radioquímica do PSMA-1007-18F 

As impurezas não identificadas presentes nos espectros de CLAE não 

impediram que o radiofármaco atendesse ao critério de aceitação farmacopeico 

para o ensaio de pureza radioquímica, conforme cálculos apresentados na 

tabela 14. 
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Tabela 14 - Porcentagem da pureza radioquímica das produções de PSMA-

1007-18F (n=7) 

Número 
de 

ensaios 
(n) 

Proporção da 
radioatividade 

do pico do 
PSMA-1007-
18F em CLAE 

média da 
% flúor-
18 livre 

em CCD-
SG (n=3) 

%PR 
Critério de 
aceitação 

(Literatura)* 

Critério de 
aceitação 

(Monografia)** 

1 0,9803 2,7 95,38 

≥ 95% ≥91% 

2 0,9798 1,25 96,76 
3 0,9776 1,91 95,89 
4 0,9578 2,75 93,02 
5 0,9820 1,77 96,46 
6 0,9804 2,56 95,53 
7 0,9845 1,62 96,86 

Fonte: autor. *(CARDINALE et al., 2017a) / **(EUROPEAN 

PHARMACOPOEIA, 2021c). 

A literatura estipula uma porcentagem de PR com mínimo de 95%, pois 

foi baseada em monografias de radiofármacos marcados com flúor-18, como o 

FLT-18F (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021a). Agora, com a publicação da 

monografia oficial do PSMA-1007-18F na Farmacopeia Europeia, o limite 

aceitável é menos restritivo. Considerando os dois critérios de aceitação para o 

PSMA-1007-18F, os 7 ensaios atenderam a % mínima de pureza de 91% e 6 

dos 7 ensaios atenderam o mínimo de 95%.  

O uso da coluna de troca iônica não só permite a recuperação do 

fluoreto na síntese como também exclui impurezas de íons metálicos e 

aumenta a reatividade do flúor-18 (JACOBSON; CHEN, 2010). A coluna PS-H+, 

que é um cartucho de troca catiônica, possui uma superfície negativa que 

retêm o analito positivamente carregado, como moléculas carregadas de TBA+ 

e outras espécies remanescentes. Já o cartucho de extração em fase sólida 

(do inglês solid phase extraction - SPE) C18 tem como função a concentração 

do analito, retendo-o até sua posterior eluição pelo etanol 30%. Este último 

cartucho é de extrema importância, pois se mal condicionado, o equilíbrio entre 

o analito e o sorvente da coluna não é efetivo, não o retendo corretamente no 

momento da retirada das impurezas orgânicas e acaba por retirar parte do 

produto (JARDIM, 2010). Todo esse processo de purificação é necessário para 

um rendimento maior de marcação e pureza radioquímica maior. Uma falha 

nesses pontos pode acarretar na diminuição de ambas as porcentagens, o que 
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a torna uma hipótese em potencial, visto que a única produção que alcançou a 

%PR menor (93,02%) foi a mesma que obteve um rendimento de marcação 

abaixo do esperado (25,2%).   

7.2.4 Pureza química (PQ) 

7.2.4.1 Solventes residuais 

Foi realizada por cromatografia gasosa (CG) a quantificação de etanol e 

DMSO em amostras de PSMA-1007-18F, classificados como solventes 

residuais do processo de síntese do radiofármaco. As corridas ocorreram em 

triplicata, onde os picos foram identificados e expressos em partes por milhão 

(ppm). 

A primeira dificuldade na realização deste ensaio foi a não identificação 

do DMSO no cromatograma. O DMSO é um solvente aprótico apolar que 

apresenta certas desvantagens, pois possui um ponto de ebulição muito 

elevado (189 oC) e, como consequência, se torna difícil de se remover depois 

de qualquer reação ou análise (SOLOMONS; FRYHLE, 2012). Como a 

temperatura máxima suportada pelo detector é de 300 oC, foi estipulado 

corridas com uma rampa de aquecimento em até 250 oC sob fluxo constante a 

uma pressão de 134 Kpa. 

No RT esperado de 6,59 minutos para o DMSO foram encontrados 

muitos picos em pequenas proporções interferindo na sua quantificação. A 

solução foi adicionar DMSO na amostra de PSMA-1007-18F a fim de determinar 

seu pico característico pelo método de adição, definindo-o com precisão no 

cromatograma. 

Como esperado, o tempo de retenção após o procedimento sofreu 

modificação, ficando em 6,64 minutos, onde foi necessária a seleção manual 

do pico do DMSO devido à grande quantidade de picos de impurezas 

desconhecidas presentes ao redor do pico de interesse. No entanto, foi obtido 

com sucesso o pico de interesse com alta confiabilidade do RT do DMSO na 

presença do radiofármaco. A Farmacopeia Europeia classifica o DMSO como 

solvente de classe 3 por ser menos tóxico e apresentar menor risco para a 
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saúde humana. Assim, considera-se uma quantidade aceitável de 50 mg por 

dia ou menos, correspondendo a 5000 ppm ou 0,5 % (EUROPEAN 

PHARMACOPOEIA, 2021c). 

Com relação à análise de etanol, não ofereceu dificuldade na 

identificação no cromatograma, ficando no RT esperado de 2,37 minutos.  O 

limite de etanol estipulado pela Farmacopeia Europeia para o FLT-18F é de 

10% V/V (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021a), ou seja, 10.000 ppm, o 

mesmo da monografia de PSMA-1007-18F (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 

2021c) e em alguns artigos encontrados na literatura (CARDINALE et al., 

2017ª; DI IORIO et al., 2021). 

 Os valores de etanol e DMSO obtidos em algumas produções de PSMA-

1007-18F se encontram na tabela 15. 

Tabela 15 - Concentrações de etanol e DMSO encontradas nas produções de 

PSMA-1007-18F e seus respectivos limites de aceitação 

Produção (n) Etanol (ppm) DMSO (ppm) Critério de aceitação 

1 362.740 396 
Etanol: 100.000 ppm 

(10%) e 2,5 

g/administração* 

 

DMSO: 5.000 ppm 

(0,5%) ou 50 mg/dia** 

2 255.473 681 

3 765.956 368 

5 266.536 754 

6 72.097 164 

8 218.042 34 

9 418.332 106 

Fonte: autor. *(EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021c) / ** (EUROPEAN 

PHARMACOPOEIA, 2021d) 

Considerando o critério de aceitação de etanol da monografia do PSMA-

1007-18F, apenas a produção 6 atendeu ao critério de aceitação de 10% (tabela 

15). A investigação para a causa deste desvio começou com a análise dos 

volumes residuais dos frascos de reação usados na produção do radiofármaco. 

Todos os volumes dos frascos, incluindo do precursor e solução tampão, foram 

quantificados e ficaram dentro dos limites estipulados pelo fabricante, 

descartando a hipótese de uso adicional de etanol para a síntese. Em seguida, 

foi avaliada a programação fornecida pelo fabricante do kit (ABX, Alemanha), 
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não tendo sido observada discrepância no processo de produção, não havendo 

necessidade de modificações do documento. Com pesquisa realizada junto ao 

fabricante do kit, que informou não haver relato de caso semelhante, foi 

considerada como causa potencial do desvio, a ocorrência de falhas mecânicas 

do módulo de síntese, podendo ter acarretado em problemas nas etapas de 

secagem e purificação, uma vez que todas as sínteses com teor elevado de 

etanol foram realizadas em um mesmo módulo. 

Vale ressaltar que a síntese do PSMA-1007-18F utiliza etanol em várias 

etapas, sendo que 3 das 6 soluções que constituem o kit de marcação contêm 

(bolsa de água com 5,5% de etanol) ou são soluções de etanol (etanol 30% e 

100%), com o produto sendo eluído da coluna C18 com 4 mL de etanol 30%, o 

que corresponde a uma concentração de cerca de 63.000 ppm (6,3%) no 

produto acabado. 

Entretanto, é de se considerar que a monografia do PSMA-1007-18F da 

Farmacopeia Europeia estabelece não somente como critério de aceitação a 

concentração máxima de etanol de 10 % V/V, mas também de 2,5 g por dose 

administrada. Considerando-se a densidade do etanol de 0,790 g/mL e o 

volume do lote do radiofármaco de 19 mL, foi possível calcular a massa de 

etanol presente no volume total do lote em cada síntese, e o volume máximo 

de cada lote que poderia ser administrado para não ultrapassar a massa de 2,5 

g por dose (tabela 16). (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021c).  
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Tabela 16 - Concentrações de etanol nos lotes de PSMA-1007-18F e Volume 

máximo a ser administrado por dose (V) que não ultrapassa o limite de 2,5 

g/dose 

Produção (n) Etanol (ppm) 
Massa de etanol 

no lote (g) 

Volume máximo a 

ser administrado 

(mL) 

1 362.740 5,44 8,72 

2 255.473 3,84 12,39 

3 765.956 11,50 4,13 

5 266.536 4,00 11,87 

6 72.097 1,08 >19,0 

8 218.042 3,27 14,52 

9 418.332 6,28 7,57 

 

O teor de DMSO detectado nas amostras de PSMA-1007-18F ficou 

dentro do critério de aceitação (tabela 15), não oferecendo risco toxicológico. O 

critério de aceitação para DMSO foi obtido do capítulo geral de solventes da 

Farmacopeia Europeia (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021d), sendo de no 

máximo 0,5% (5.000 ppm). Neste mesmo capítulo geral, o critério de aceitação 

para etanol também é de 0,5%. Entretanto, na monografia do produto o critério 

é menos restritivo (10%), provavelmente por considerar o processo produtivo 

que envolve purificação com solução de etanol.  A quantidade residual de 

etanol e DMSO foram determinadas por RAHBAR et al. (2018a; 2018b), 

apresentando concentrações de 29,6 – 31,6 mg/mL (29.600 – 31.600 ppm) 

para etanol e de 0,25 - 0,68 mg/mL (250 – 680 ppm) para DMSO. Neste caso, 

Rahbar não considerou o teor de etanol previsto na Farmacopeia Europeia (2,5 

g/administração). 

7.2.4.2 Determinação do tetrabutilamônio - TBA 

Através da metodologia escolhida de CCD-SG, foi feita a comparação 

entre o fator de retenção (Rf) do produto PSMA-1007-18F com o Rf de 

soluções referência de TBA. A visualização do Rf foi feita a partir da coloração 

da mancha correspondente do TBA com vapor de iodo, apresentando uma 

coloração amarronzada característica logo após o contato com o vapor. O 
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critério de aceitação adotado foi o grau de intensidade da mancha do padrão 

de referência de TBA nas fitas, sendo que a mancha correspondente à amostra 

do PSMA-1007-18F não deve ser mais intensa que a do padrão de referência. 

Como esperado, as manchas dos padrões de TBA em todas as 

concentrações apresentaram coloração marrom avermelhado, enquanto que o 

produto apresentou manchas marrom alaranjado. De acordo com CARDINALE 

et al. (2017a), a mancha do padrão de TBA deve apresentar Rf entre 0,2 e 0,3, 

enquanto que para a amostra do produto PSMA-1007-18F, se aparecer alguma 

mancha no mesmo Rf, deve estar em menor intensidade.  

Os resultados encontrados foram semelhantes, com todas as manchas 

do padrão de TBA no Rf de 0,1, enquanto que nenhuma mancha neste Rf foi 

encontrada nas amostras de PSMA-1007-18F. Isso indica que, se há a 

presença de TBA no produto final, este não é detectado pelo método e está 

dentro dos padrões estabelecidos pelas concentrações 0,013 mg/mL, 0,1 

mg/mL e 0,26 mg/mL, sendo este último o usado como referência para o 

PSMA-1007-18F (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021e). 

Com relação às concentrações usadas, a que melhor ofereceu 

visualização da mancha do padrão de TBA foi a de 0,26 mg/mL, concentração 

usada como referência na Farmacopeia Europeia para o TBA (EUROPEAN 

PHARMACOPOEIA, 2021c). Em comparação às demais concentrações 

estudadas, esta é a que possui maior quantidade de TBA, fazendo-a corar com 

mais intensidade. Mesmo com limite de aceitação maior e menos restrito, ainda  

assim permanece aceitável nos padrões de toxicidade, com valor DL50 de 10 

mg/Kg (I.V.) quase 4 vezes menor que o do kryptofix (DL50 (I.V.) entre 32–35 

mg/kg) (JIANG et al., 2020; MEYER et al., 1995). 

A figura 28 mostra as corridas feitas com as fitas de 8,0 X 4,0 cm, 

comparando as intensidades de cada padrão. 

Figura 28 - Comparação entre a intensidade das manchas do padrão de TBA 

nas fitas de 8,0 X 4,0 cm, volume aplicado de 2µL. Da esquerda para direita em 

cada fita: PSMA-1007-18F; padrão de referência de TBA; padrão negativo. (A) 

Concentração de TBA de 0,013 mg/mL diluído em água; (B) Concentração de 
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TBA de 0,26 mg/mL diluído em água; (C1) Concentração de TBA de 0,1 mg/mL 

diluído em água; (C2) Concentração de TBA de 0,1 mg/mL diluído em 

água/etanol 

 

Fonte: Autor 

A influência do solvente usado para a diluição do padrão é menos 

visível, mas comparável. Considerando que a placa de sílica gel é fortemente 

polar e a presença de etanol na fase móvel afeta mais no fator de retenção do 

que na própria revelação, a intensidade das manchas não deveriam mudar. 

Mesmo assim, as manchas identificadas para o padrão diluído em solução 

água/etanol foram ligeiramente menos intensas que as manchas vistas com o 

padrão diluído em água (COLLINS et al., 2006). Na figura 28 é possível ver que 

o fator de retenção do padrão para ambos os solventes permanece o mesmo, 

provando que a solução de água/etanol usada por Cardinale et al. (2017a) 

também pode ser usada na identificação do TBA. De fato, o preparo do padrão 

de TBA em mistura etanol:água, na mesma proporção do produto acabado, 

representa a melhor alternativa para eliminar a interferência do etanol presente 

no produto acabado na determinação do TBA por meio deste ensaio de CCD. 

Diferente do solvente, o volume aplicado para a detecção do TBA 

influencia diretamente na boa visualização da mancha. Entre os três volumes 

avaliados, o volume de 2 µL foi o que apresentou melhor desempenho, tanto na 

visualização da mancha das amostras quanto na corrida. A figura 29 compara 

os três volumes lado a lado. As corridas com 1 µL apresentaram uma coloração 

do produto radiomarcado bem intensa, mas em relação ao padrão de 
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referência, a mancha ficou muito pequena, quase imperceptível. Já nas 

amostras de 5 µL as manchas ficaram grandes demais, interferindo na 

identificação do Rf e ultrapassando os limites para cada fita. Este volume é 

normalmente usado para SPOT TEST, não recomendado para CCD-SG por 

utilizar volume extra desnecessário. 

Figura 29 - Comparação entre o volume de aplicação de TBA nas fitas de 4,0 x 

8,0cm com solução padrão de TBA com concentração de 0,26 mg/mL. Da 

esquerda para direita em cada fita: PSMA-1007-18F; padrão de referência de 

TBA; padrão negativo. (A) Volume de aplicação de 1 µL diluído em água; (B) 

Volume de aplicação de 2 µL diluído em água; (C) Volume de aplicação de 5 

µL diluído em água 

 

Fonte: Autor 

Considerando o tamanho das fitas analisadas, ambas tiveram boa 

performace na separação do TBA do produto PSMA-1007-18F, para 

identificação e avaliação quantitativa (figura 30). O método se mostrou 

adequado para este ensaio, com resultados aceitáveis em tempo relativamente 

curto. Para as fitas de 8,0 cm x 4,0 cm o tempo de corrida foi de 15 minutos, 

enquanto que para as fitas de 12,5 cm x 3,0 cm foi de 45 minutos. Entre essas 

opções, a fita de menor tamanho foi a mais indicada para uma análise rápida e 

eficiente. 
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Figura 30 - Comparação entre as fitas de 8,0 cm x 4,0 cm e 12,5 x 3,0 cm com 

volume aplicado de 2 µL e solução padrão de TBA com concentração de 0,26 

mg/mL diluído em água. (A) Da esquerda para direita: PSMA-1007-18F; padrão 

de referência de TBA, padrão negativo. (B) Da esquerda para direita: PSMA-

1007-18F; padrão de referência de TBA 

 

Fonte: Autor 

Outro ponto que pode ser avaliado neste ensaio é a coloração do próprio 

produto pelo vapor de iodo nas fitas. Em todas as fitas o produto final foi 

corado, em alguns casos, de forma mais intensa que o próprio padrão de TBA. 

Isso é devido à presença do ascorbato de sódio no produto final, que cora na 

presença de vapor de iodo. A comprovação foi realizada com as corridas 

somente com o ascorbato, que possui o mesmo Rf e o mesmo grau de 

coloração que o produto PSMA-1007-18F (figura 31, A). 
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Figura 31 - Fitas de 8,0 x 4,0 cm com volume de aplicação de 2 µL de 

concentração de TBA de 0,26 mg/mL diluído em água. (A) Comparação entre 

os Rf do ascorbato de sódio, PSMA-1007-18F e o padrão de TBA (da esquerda 

para direita); (B) Capacidade de separação com ascorbato de sódio e padrão 

de TBA, e seus respectivos Rf (da esquerda para direita: ascorbato de sódio; 

padrão de TBA; solução de ascorbato de sódio e TBA 1:1 V/V) 

 

Fonte: Autor 

Por esse motivo, o SPOT TEST não é indicado na determinação do TBA 

em formulações onde há presença de estabilizantes. Falsos positivos e falsos 

negativos são comuns em SPOT TEST, confirmando a necessidade de um 

método mais confiável e de baixo custo como o CCD. Como visto na figura 31, 

B, o CCD consegue determinar a presença de TBA e fazer uma análise semi-

quantitativa do mesmo, isolando-o mesmo em preparações com grandes 

quantidades de TBA (BLEVINS et al., 2019). É possível avaliar a capacidade 

de separação do método quando combinado o ascorbato de sódio e o padrão 

de referência de TBA, onde cada composto não interfere no Rf do outro, 

separando-os sem dificuldade. 

7.2.5 Aparência 
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A monografia indica a aparência da solução de PSMA-1007-18F como 

límpida, incolor ou levemente amarelada (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 

2021c). Essa descrição também aparece na literatura para diferentes autores 

(CARDINALE et al., 2017ª; RAHBAR et al., 2018a; WURZER et al., 2020), 

indicando ausência de partículas como requisito de medicamento injetável. 

Todas as produções obtiveram a mesma aparência, mesmo depois de 10 dias 

após a síntese, ficando com a aparência amarelada conforme o passar dos 

dias devido ao ascorbato de sódio. O ascorbato de sódio é um sal derivado do 

ácido ascórbico, amplamente usado em alimentos e fármacos como 

antioxidante e estabilizante. Soluções de ácido ascórbico são rapidamente 

oxidadas no ar e em meio alcalino, adquirindo uma coloração amarelada, 

devendo ficar protegida do ar e da luz (NCBI, [20--]). Como nenhuma das 

soluções de PSMA-1007-18F ficaram com a aparência fora do especificado, 

todas foram aprovadas e utilizadas para os ensaios descritos neste trabalho. 

7.2.6 pH 

Em todos os lotes produzidos, o pH final da solução foi de 7 ± 0,5, 

considerado aceitável uma vez que atende ao critério do ensaio da monografia 

oficial, de 4,5 a 8,5. (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021c) e assemelha-se 

ao pH descrito na literatura (CARDINALE et al., 2017a). 

7.2.7 Microbiológico 

Após a produção dos lotes de PSMA-1007-18F e do fracionamento, 

amostras do radiofármaco foram encaminhadas para a realização do controle 

de qualidade microbiológico, incluindo os ensaios de esterilidade e endotoxinas 

bacterianas. Com exceção de uma das produções, para qual os ensaios 

microbiológicos não foram realizados, todas foram aprovadas no controle de 

esterilidade, indicando ausência de crescimento microbiano. 

Em relação ao ensaio de endotoxinas bacterianas, todas as produções 

obtiveram resultados menores do que 12,5 UE/mL, atendendo ao critério de 

aceitação.
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7.3 Estudo de Estabilidade do PSMA-1007-18F 

O estudo de estabilidade do produto PSMA-1007-18F frente à radiólise foi 

realizado mediante avaliação da pureza radioquímica por CCD-SG e por CLAE 

à temperatura ambiente por até 6 horas, empregando amostras com 

concentração radioativa de 37 MBq/mL (1 mCi/mL). Como critério de aceitação, 

foi estabelecido pureza radioquímica mínima de 91% em todos os tempos 

analisados, conforme descrito na monografia oficial (EUROPEAN 

PHARMACOPOEIA, 2021c). 

A figura 32 apresenta os perfis cromatográficos de CLAE, mostrando a 

estabilidade do radiofármaco durante o período de 6 horas, não sendo 

observados produtos de degradação. 
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Figura 32 - Perfis cromatográficos de CLAE do PSMA-1007-18F das amostras 

do estudo de estabilidade de 6 horas após a síntese. 

 

Fonte: Autor 

Os resultados da porcentagem do fluoreto-18F encontrados em CCD-SG 

e a porcentagem de PSMA-1007-18F em CLAE do estudo de estabilidade se 

encontram na tabela 17, a partir dos quais se calculou a %PR nos diferentes 

tempos. Na figura 33, é possível observar que os valores se mantêm de 

maneira linear, não tendo uma diminuição considerável de sua %PR. Isso 

indica estabilidade do produto radiomarcado, não degradando o peptídeo e não 

havendo dissociação do radionuclídeo através do tempo, atendendo ao critério 
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de aceitação estabelecido na monografia oficial (EUROPEAN 

PHARMACOPOEIA, 2021c). 

Tabela 17 - Estabilidade do produto PSMA-1007-18F avaliada por CCD-SG e 

CLAE (%PR) durante o período de 6 horas após a síntese em temperatura 

ambiente 

Método de análise 

Porcentagem da espécie radioquímica 

1 

hora 

2 

horas 

3 

horas 

4 

horas 

5 

horas 

6 

horas 

% média do fluoreto-18F 

em CCD-SG (n=3) 
2,71% 2,77% 2,75% 2,72% 2,68% 3,12% 

Proporção da 

radioatividade do pico do 

PSMA-1007-18F 

em CLAE 

0,9581 0,9593 0,9565 0,9574 0,9571 0,9586 

% Pureza radioquímica 93,21% 93,28% 93,02% 93,18% 93,14% 92,87% 

Fonte: Autor 

Figura 33 - Estabilidade do produto PSMA-1007-18F em %PR durante o período 

de 6 horas após a síntese em temperatura ambiente 

 

Fonte: Autor 

A presença do agente estabilizante ascorbato de sódio provavelmente 

concedeu a estabilidade necessária para o radiofármaco nos tempos 
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estudados, sustentando sua aplicabilidade para doses tardias em até 6 horas 

após sua produção. O emprego do ascorbato de sódio como estabilizante é 

conhecido na literatura e este estudo pode refletir sua ação protetora para 

formulações farmacêuticas (SHERAZ et al., 2015). 

7.4 Determinação do Coeficiente de Partição (Log P) Experimental 

Os valores do coeficiente de partição são classificados de acordo com o 

valor de Log P, calculado a partir da divisão entre o log da fase orgânica com o 

log da fase aquosa. Se o Log P apresenta um valor positivo, indica que a 

substância estudada apresenta solubilidade em solventes apolares. Quando a 

substância apresenta valor negativo de Log P, significa que possui afinidade 

pela fase aquosa, ou seja, sua solubilidade é maior em solventes polares 

(KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 1988). 

O log de P experimental do PSMA-1007-18F foi de -2,68 ± 0,09 (n=3), 

indicando um caráter hidrofílico do radiofármaco. Este valor negativo 

representa afinidade pela fase aquosa, provavelmente atribuída à presença dos 

aminoácidos hidrofílicos em sua estrutura, podendo levar a um rápido 

clareamento sanguíneo in vivo (CARDINALE et al., 2020). 

Ao comparar o  Log P experimental a outros compostos da mesma 

família de inibidores de PSMA, o valor encontrado para o PSMA-1007-18F 

apresenta o menor Log P experimental, ou seja, o valor mais negativo. LEE et 

al.(2020), ao desenvolver um novo ligante de PSMA marcado com flúor-18, 

comparou a lipoficilidade de nove compostos diferentes, no qual um deles 

apresentou um valor de coeficiente de partição prático de -2,25, bem próximo 

ao valor de Log P do DCPyL-18F de -2,23. 

Em contrapartida, ao comparar o valor do Log P do PSMA-1007-18F 

encontrado na literatura, o valor experimental é significativamente menor. 

Enquanto que o valor encontrado foi de -2,68, o valor encontrado por outros 

autores foi de -1,6 (ROBU et al., 2018).  Em estudos in vivo, foi demonstrado 

um caráter menos hidrofílico pelo PSMA-1007-18F, o que corrobora o valor 

encontrado na literatura de -1,6 (WITKOWSKA-PATENA et al., 2019; GIESEL 

et al., 2018b).  
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Apesar da diferença entre os valores, ambos apresentam valores 

negativos, indicando hidrofilicidade. A comprovação de seu caráter hidrofílico 

só será fundamentada através de ensaios pré-clínicos, pois é possível que o 

PSMA-1007-18F tenha comportamentos diferentes in vivo devido aos grupos 

funcionais presentes em sua composição. O estudo do radiofármaco em 

animais relatado nos próximos tópicos fundamentará esta hipótese do presente 

ensaio. 

7.5 Ensaio Pré-Clínicos 

7.5.1 Ensaios in vitro 

7.5.1.1 Ensaio de competição 

O estudo in vitro de competição envolve ensaios que caracterizam as 

propriedades de reconhecimento do ligante pelo local de ligação, determinando 

sua especificidade farmacológica. Os estudos de competição podem substituir 

os estudos de ligação de saturação nos casos em que o platô da curva de 

saturação não é viável ou por razões econômicas, onde os radioligantes são 

muito caros e acabam inviabilizando o ensaio. Por este motivo, o presente 

estudo foi realizado pelo método de ligação de competição homóloga, baseado 

na afinidade que o radioligante e seu competidor não marcado possuem pelo 

receptor (HEIN et al., 2005). 

A concentração usada do agente competidor PSMA-1007-F para definir 

a ligação não específica foi alta o suficiente para ocupar os receptores de 

interesse das células LNCap, cerca de 1000 vezes a quantidade do PSMA-11-
68Ga, de acordo com a literatura (HEIN et al., 2005). 

O ensaio de competição demonstrou um bloqueio efetivo do 

radiofármaco PSMA-11-68Ga pelo PSMA-1007-F nas células in vitro, mesmo 

com baixa atividade de marcação de 27,68 MBq/mL (748 µCi/mL). Analisando 

os dados com e sem a presença do agente competidor, houve uma diminuição 

nas contagens do produto PSMA-11-68Ga ligado de 31,88%, que comprova a 

afinidade e especificidade do PSMA-1007-F pelas células PSMA+. 
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Analisando as propriedades estruturais dos dois radiofármacos, a 

presença de anéis aromáticos nos ligantes do PSMA-1007 oferece um melhor 

direcionamento para os inibidores de PSMA, o que não é visto na composição 

do PSMA-11. Tal fato foi observado por BENEŠOVÁ et al. (2016) ao estudarem 

modificações em ligantes de inibidores de PSMA, para os quais a ausência de 

porções aromáticas na estrutura do peptídeo resulta na redução significativa da 

potência de inibição de PSMA e em sua Internalização em células LNCaP.  

7.5.1.2 Ensaio de internalização 

O ensaio de Internalização foi realizado com o PSMA-1007-18F e após o 

processamento das células, os resultados foram expressos em porcentagem. 

Para a avaliação dos resultados, foi feito um levantamento dos dados 

existentes na literatura, de porcentagens de ligação superficial e de 

internalização, para o produto PSMA-1007-18F. 

A captação celular específica do PSMA-1007-18F encontrada foi de 

0,261% da atividade aplicada/105 células para internalização e 0,318% 

atividade aplicada/105 células para ligação na superfície, bem próximo dos 

valores encontrados na literatura para este radiofármaco de 0,240% e 0,580 % 

da atividade aplicada/105 células de internalização e ligação superficial, 

respectivamente (CARDINALE et al., 2020). Vale salientar de que esses 

valores não podem ser usados como referência direta para este ensaio, pois o 

método utilizado neste trabalho não é idêntico ao descrito por esses autores. 

CARDINALE et al. (2017b) usaram um único método em trabalhos publicados e 

ainda sim foram relatados resultados bem diferentes, demonstrando variação 

na internalização pelo peptídeo (5,01 ± 2,70% e 2,14 ± 0,64% da atividade 

aplicada/105 células para internalização e para ligação na superfície, 

respectivamente).  

Em comparação com outros inibidores da mesma família à base de ureia 

marcados com flúor-18, o PSMA-1007-18F apresenta porcentagem de 

internalização menor, semelhante à porcentagem de internalização observadas 

para o DCPyl-18F, conforme demonstrado em outros estudos (ROBU et al., 

2018; WURZER et al., 2020). 
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A porcentagem de internalização (atividade internalizada/atividade de 

ligação total) encontrada para o PSMA-1007-18F foi de 44,98 ± 3,37%. Na 

literatura, a porcentagem de internalização descrita para este radiofármaco foi 

de 67% ± 13% (CARDINALE et al., 2020) e 68,9 ± 4,8%, (CARDINALE et al., 

2017b), enquanto que para o PSMA-617-177Lu foram encontrados valores 

desde 6-7% (MÜLLER et al., 2019) até 40,1 ± 4,0% (WANG et al., 2018). 

Levando em consideração todos os dados levantados, é possível afirmar 

de que o produto PSMA-1007-18F demonstrou ligação específica ao receptor 

PSMA. Comparado com seu peptídeo precursor PSMA-617, possui 

porcentagem de internalização mais elevada e, consequentemente, maior 

interação pelas células PSMA+. A hipótese que explica esse comportamento 

está na presença do agente quelante e dos grupos funcionais dos ligantes, que 

influenciam diretamente na afinidade do peptídeo com o receptor PSMA 

(OKARVI, 2019). 

A molécula de PSMA consiste em dois subsítios presentes dentro da 

porção enzimática do receptor que carrega características lipofílicas. Este sítio 

é o alvo clássico dos inibidores de PSMA à base de ureia, sendo que os grupos 

carboxílicos interagem com esse sítio ativo (EDER et al., 2014). Assim, para 

uma captação e internalização eficiente do radiotraçador, a presença de um 

grupo funcional que fortaleça essa ligação é essencial.  

No caso do PSMA-1007 e do PSMA-617, ambos possuem o grupo β-

naftil que aumenta a interação com o receptor do PSMA e, assim, acaba 

melhorando a captação e internalização. Este grupo funcional pode ser visto na 

figura 34 (BENEŠOVÁ et al., 2015). 
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Figura 34 - Comparação entre as estruturas do PSMA-1007-18F e do PSMA-

617, destacando o grupo β-naftil presente em ambos 

 

Fonte: Autor 

7.5.2 Ensaios in vivo 

7.5.2.1 Estudos farmacocinéticos em camundongos BALB/c sadios 

Para realizar a caracterização do radiofármaco in vivo, alguns 

parâmetros da farmacocinética foram mensurados, como a depuração (ou 

clareamento sanguíneo), que mede a capacidade do corpo de eliminá-lo; 

volume de distribuição (Vd), que mede o volume aparente do radiofármaco no 

organismo; e o tempo de meia-vida  biológico, que mede o tempo que leva para 

um composto diminuir pela metade a sua concentração inicial no fluido ou 

tecido analisado. A estimativa desses valores envolve a determinação da 

concentração no sangue ou no plasma do radiofármaco através do tempo após 

sua administração (FAN; DE LANNOY, 2014). 

Por meio das contagens por minuto de amostras de sangue em animais 

sadios, foi possível mensurar os parâmetros farmacocinéticos do PSMA-1007-
18F supracitados e obter a curva de clareamento sanguíneo, que simula os 

processos de distribuição e eliminação do radiofármaco (figura 35). 
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Figura 35 - Curva de clareamento sanguíneo do PSMA-1007-18F em 

camundongos machos sadios (n=4) 

 

Fonte: Autor 

A curva de clareamento sanguíneo da figura 35 foi decomposta em um 

modelo bicompartimental, para determinação das componentes de distribuição 

(α) e de eliminação (β) do PSMA-1007-18F (tabela 18) (STORPIRTIS et al., 

2011). Ao interpretá-la, é possível identificar um clareamento sanguíneo 

praticamente completo em 120 minutos. Em estudos clínicos com o PSMA-

1007-18F, é recomendado que imagens PET/CT sejam realizadas nos tempo de 

2 horas pós-injeção, quando a concentração do radiofármaco na corrente 

sanguínea é baixa, melhorando a definição de lesões (RAHBAR et al., 2018a; 

2018b; GIESEL et al., 2018a). 

O tempo de meia de distribuição (T½ α) encontrado foi de 7,83 minutos e 

o tempo de meia vida de eliminação (T½ β) de 44,01 minutos. A fase de 

distribuição e de depuração do PSMA-1007-18F resultaram no valor de 

clareamento sanguíneo de 0,483 mL/min que provavelmente se dá pela 

afinidade do radiofármaco com as proteínas plasmáticas do sangue (IOPPOLO 

et al., 2020; ROBU et al., 2018). Fazendo um paralelo com os estudos 

realizados pelo grupo de pesquisa do Centro de Radiofarmácia com PSMA-

617-177Lu, o radiofármaco apresenta parâmetros farmacocinéticos semelhantes 



P á g i n a  | 148 
 

com valor alto de clareamento sanguíneo e volume de distribuição (tabela 18). 

Isso sustenta a ideia de ambos atuarem como agentes teranósticos por 

possuirem propriedades semelhantes in vivo (GIESEL et al., 2016). 

Em contrapartida, comparado com o PSMA-11-68Ga, o PSMA-1007-18F 

possui farmacocinética mais lenta (tabela 18), conforme demonstrado 

clinicamente por RAHBAR et al. (2018a) que recomendam aquisição de 

imagem PET/CT tardia devido à farmacocinética lenta do PSMA-1007-18F em 

comparação ao PSMA-11-68Ga.  

Tabela 18 - Comparação entre os parâmetros farmacocinéticos de 

radiofármacos baseados em inibidores de PSMA em camundongos BALB/c 

machos sadios 

Parâmetro 

farmacocinético 
PSMA-1007-18F 

PSMA-617-177Lu 

com carregador* 

PSMA-HBED-CC-
68Ga** 

α 0,089 min-1 0,31 min-1 ~2,915 min-1 

β 0,016 min-1 0,039 min-1 0,02857 min-1 

T½ α 7,83 min 2,21 min ~0,2378 min 

T½ β 44,01 min 17,74 min 24,26 min 

CL¹ 0,483 mL/min 0,46 mL/min 0,061 mL/min 

Vd² 30,67 mL 11,79 mL 2,14 mL 

¹: Clareamento sanguíneo; ¹: Volume de distribuição; *: (WIECZOREK VILLAS 

BOAS, 2020); **: (VIVALDINI, 2020). 

Fonte: Autor 

7.5.2.2 Estudos de biodistribuição em camundongos BALB/c sadios 

Os resultados do estudo de biodistribuição do PSMA-1007-18F em 

camundongos BALB/c sadios são apresentados nas tabelas 19 e 20. Os 

valores das médias de CPM registradas de cada órgão foram convertidos em 

porcentagem de atividade injetada (%AI) e porcentagem de atividade injetada 

por grama do órgão/tecido ou em mL de sangue (%AI/g ou mL) por meio do 

software Microsoft Excel 2010. A representação gráfica dos resultados foi 

realizada no software GraphPad Prism 8.0.2 (figura 36 e 37). 
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Tabela 19 - Biodistribuição do PSMA-1007-18F (5,55 MBq; administração 

intravenosa) em camundongos BALB/c machos sadios, expressa em %AI/g ou 

mL (n=4) 

Órgão/tecido 
%AI/g ou mL ± Desvio Padrão 

15 minutos 30 minutos 1 hora 2 horas 4 horas 

Sangue 4,20 ± 2,05 2,2 ± 0,39 0,88 ± 0,22 0,47 ± 0,17 0,1 ± 0,08 

Coração 4,66 ±0,8 2,07 ± 0,33 2,65 ± 0,57 1,53 ± 0,42 0,94 ± 0,29 

Pulmão 6,03 ± 1 5,56 ± 2,84 4,97 ± 0,24 3,66 ± 0,39 3,46 ± 0,69 

Pâncreas 3,52 ± 1,12 1,49 ± 0,57 1,88 ± 0,39 0,95 ± 0,71 0,71 ± 0,13 

Baço 45,06 ± 7,07 17,02 ± 6,42 34,59 ± 21,96 27,19 ± 13,48 25,6 ± 6,29 

Estômago 2,54 ± 1,53 2,53 ± 1,37 1,54 ± 0,51 1,18 ± 0,65 0,71 ± 0,19 

Fígado 3,15 ± 0,87 2,11 ± 1,08 1,36 ± 0,06 0,87 ± 0,26 0,52 ± 0,08 

Rins 88,76 ± 32,83 66,8 ± 9,47 133,33 ± 20,64 127,43 ± 6,01 114,02 ± 9,71 

Intestino 1,94 ± 0,67 1,03 ± 0,55 0,91 ± 0,18 0,60 ± 0,12 0,42 ± 0,11 

Músculo 1,52 ± 0,32 0,11 ± 0,04 0,09 ± 0,01 0,35 ± 0,43 0,07 ± 0,02 

Osso 2,12 ± 0,31 1,19 ± 0,41 1,09 ± 0,12 0,98 ± 0,26 0,8 ± 0,27 

Cérebro 0,02 ± 0,01 0,01 ± 0,01 0,02 ± 0,01 0,01 ± 0,00 0,01 ± 0,00 
Fonte: Autor 
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Figura 36 - Biodistribuição do PSMA-1007-18F (5,55 MBq, administração 

intravenosa) em camundongos BALB/c machos sadios expressa em %AI/g ou 

mL (n=4) 

 

Fonte: Autor 
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Tabela 20 - Biodistribuição do PSMA-1007-18F (5,55 MBq; administração 

intravenosa) em camundongos BALB/c machos sadios, expressa em 

%AI/órgão (n=4) 

Órgão/tecido 
%AI/órgão ± Desvio Padrão 

15 minutos 30 minutos 1 hora 2 horas 4 horas 

Sangue 0,18 ± 0,22 2,20 ± 0,39 0,88 ± 0,22 0,47 ± 0,17 0,02 ± 0,01 

Coração 0,98 ± 0,43 2,07 ± 0,33 2,65 ± 0,57 1,53 ± 0,42 0,14 ± 0,05 

Pulmão 1,19 ± 0,76 4,55 ± 3,08 4,97 ± 0,24 3,66 ± 0,39 0,53 ± 0,12 

Pâncreas 0,52 ± 0,40 1,49 ± 0,57 1,88 ± 0,39 0,95 ± 0,71 0,27 ± 0,13 

Baço 4,436 ± 1,10 17,02 ±6,42 39,66 ± 20,60 27,19 ±13,48 2,40 ± 0,34 

Estômago 0,74 ± 0,49 1,98 ± 1,56 2,83 ± 2,62 1,11 ± 0,65 0,17 ± 0,03 

Fígado 5,6 ± 2,78 2,11 ± 1,08 3,92 ± 5,12 0,87 ± 0,26 0,66 ± 0,06 

Rins 38,82 ± 10,62 66,80 ± 9,47 133,33 ± 20,64 127,42 ± 6,01 48,20 ± 5,03 

Intestino 5,84 ± 2,09 1,03 ± 0,55 0,91 ± 0,18 0,60 ± 0,12 1,11 ± 0,18 

Músculo 0,49 ± 0,07 0,11 ± 0,04 0,10 ± 0,01 0,35 ± 0,43 0,02 ± 0,00 

Osso 0,24 ± 0,09 1,19 ± 0,41 1,09 ± 0,12 0,98 ± 0,26 0,12 ± 0,04 

Cérebro 0,08 ± 0,05 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,01 0,01 ± 0,00 0,05 ± 0,02 
Fonte: Autor 
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Figura 37 - Biodistribuição do PSMA-1007-18F (5,55 MBq, administração 

intravenosa) em camundongos BALB/c machos sadios expressa em %AI/órgão 

(n=4) 

 

Fonte: Autor 

A maioria dos órgãos analisados apresentou baixa captação do 

radiofármaco em todos os tempos analisados, com exceção do baço e dos rins. 

A captação elevada do PSMA-1007-18F nesses órgãos é corroborada em 

trabalhos publicados (ROBU et al., 2018). Outros radiofármacos inibidores de 

PSMA também apresentam captação elevada nesses órgãos, como o PSMA-

617-177Lu (UMBRICHT et al., 2017) e PSMA-11-68Ga/18F (PIRON et al., 2020), 

pois são órgãos que expressam PSMA e consequentemente apresentam 

captação maior de radiofármacos inibidores dessa glicoproteína. Um ponto que 

deve ser ressaltado é que o PSMA-1007-18F apresenta uma eliminação 

primária hepatobiliar, ou seja, pouco do radiofármaco é excretado pelo trato 

urinário, característico dos inibidores de PSMA. Essa característica apresenta 

uma vantagem sobre os demais radiofármacos, por fornecer uma visão mais 
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definida das lesões locais na próstata em exames PET, dando mais confiança 

no diagnóstico clínico de câncer de próstata ou mesmo de metástases locais 

(RAHBAR et al., 2018a). 

A partir do tempo de uma hora, o PSMA-1007-18F apresenta o 

decaimento radioativo biológico, demonstrando o comportamento de 

eliminação, sustentando os resultados encontrados no estudo de 

farmacocinética de que o produto exibiria uma distribuição retardada (P=0,04 

para 1h e 2h e P=0,240 para 2h e 4h). ROBU et al. (2018) encontraram as 

mesmas características de farmacocinética mais lenta e com captação alta no 

baço, rins e glândulas adrenais 2 horas após a injeção. 

7.5.2.3 Estudos de biodistribuição em camundongos SCID com modelo 

tumoral LNCaP 

Segundo FAGUNDES e TAHA (2004), o camundongo é o animal de está 

mais associado a modelos de doença que o rato. O camundongo SCID 

apresenta um gene mutante autossômico, situado no cromossomo 16, tendo 

ausência de imunidade das células B e T assemelhando-se à síndrome 

de imunodeficiência combinada severa (do inglês Severe Combined 

Immunodeficient - SCID) em crianças humanas. Suas células esplênicas não 

respondem a estímulos de mitose para células T ou B e, por essa razão, não 

rejeitam transplantes e provavelmente tumores xenográficos. Esses animais, 

portanto, tornam-se ótimos candidatos a modelo para câncer de próstata, 

evitando a rejeição das células cancerígenas e assegurando o 

desenvolvimento dos tumores (SILVA, 2017). 

Assim, o presente ensaio contou com a utilização de animais SCID 

machos para estudo do comportamento do radiofármaco in vivo na presença 

de modelo tumoral LNCaP PSMA+. Os resultados da biodistribuição do PSMA-

1007-18F são apresentados nas tabelas 21 e 22 e nas figuras 38 e 39. Observa-

se que a captação do radiofármaco é mais pronunciada principalmente no 

tumor e nos órgãos que expressam os receptores de PSMA, de forma 

semelhante ao observado em animais sadios sem tumor.  
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Tabela 21 - Biodistribuição do PSMA-1007-18F (5,55 MBq; administração 

intravenosa) em camundongos SCID machos com tumor de próstata de células 

LNCaP expresso em %AI/g ou mL (n=5) 

Órgão/tecido 
%AI/g ou mL ± Desvio Padrão 

30 minutos 1 hora 2 horas 

Sangue 1,47 ± 0,38 0,54 ± 0,16 0,36 ± 0,09 

Coração 4,31 ± 0,54 2,52 ± 0,71 1,51 ± 0,27 

Pulmão 7,53 ± 2,00 3,77 ± 3,05 3,78 ± 0,52 

Pâncreas 1,88 ± 0,54 1,82 ± 0,36 1,21 ± 0,23 

Baço 28,75 ± 15,09 14,42 ± 4,20 16,42 ± 3,57 

Estômago 2,66 ± 1,07 2,01 ± 0,84 1,20 ± 0,52 

Fígado 2,39 ± 0,44 1,40 ± 0,30 1,02 ± 0,3 

Rins 104,53 ± 25,24 106,08 ± 23,47 122,14 ± 36,15 

Intestino 1,96 ± 0,41 1,42 ± 0,37 0,63 ± 0,21 

Músculo 1,97 ± 0,85 1,53 ± 1,08 0,76 ± 0,19 

Osso 2,21 ± 0,56 1,58 ± 0,15 0,92 ± 0,24 

Cérebro 0,14 ± 0,03 0,18 ± 0,15 0,08 ± 0,03 

Tumor 7,97 ± 3,56 6,99 ± 2,03 9,85 ± 5,78 
Fonte: Autor 
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Figura 38 - Biodistribuição do PSMA-1007-18F (5,55 MBq; administração 

intravenosa) em camundongos SCID machos com tumor de próstata de células 

LNCaP expresso em %AI/g ou mL e seu desvio padrão (n=5) 

 

Fonte: Autor 
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Tabela 22 - Biodistribuição do PSMA-1007-18F (5,55 MBq; administração 

intravenosa) em camundongos SCID machos com tumor de próstata de células 

LNCaP expresso em %AI/órgão (n=5). 

Órgão/tecido 
%AI/órgão ± Desvio Padrão 

30 minutos 1 hora 2 horas 

Sangue 0,08 ± 0,05 0,03 ± 0,02 0,02 ± 0,01 

Coração 0,30 ± 0,17 0,21 ± 0,03 0,16 ± 0,14 

Pulmão 0,58 ± 0,34 0,42 ± 0,24 0,42 ± 0,24 

Pâncreas 0,17 ± 0,15 0,32 ± 0,19 0,17 ± 0,10 

Baço 1,68 ± 1,13 2,20 ± 0,28 1,61 ± 0,96 

Estômago 0,28 ± 0,19 0,26 ± 0,09 0,12 ± 0,12 

Fígado 1,71 ± 1,02 1,42 ± 0,29 0,91 ± 0,45 

Rins 28,51 ± 6,55 33,28 ± 2,50 39,07 ± 12,27 

Intestino 3,35 ± 0,47 2,68 ± 0,43 1,37 ± 0,40 

Músculo 0,26 ± 0,18 0,14 ± 0,03 0,37 ± 0,08 

Osso 0,15 ± 0,04 0,10 ± 0,03 0,07 ± 0,03 

Cérebro 0,10 ± 0,16 0,04 ± 0,03 0,02 ± 0,01 

Tumor 1,02 ± 0,71 2,72 ± 2,68 1,15 ± 0,62 
Fonte: Autor 
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Figura 39 - Biodistribuição do PSMA-1007-18F (5,55 MBq; administração 

intravenosa) em camundongos SCID machos com tumor de próstata de células 

LNCaP expresso em %AI/órgão e seu desvio padrão (n=5) 

 

Fonte: Autor 

Observou-se uma captação renal alta e persistente nos tempos 

avaliados, à semelhança do que foi observado nos animais sadios. Corroboram 

para a alta captação renal a fração de eliminação urinária do produto, mas, 

principalmente, a expressão de PSMA no tecido renal. 

Esse mesmo comportamento de captação persistente é visto no tumor, 

com %AI/g variando de 6,99 ± 2,03 em 30 minutos para 9,85 ± 5,78 dentro de 

uma hora (P=0,08). A porcentagem de captação encontrada no tumor se 

assemelha à encontrada por ROBU et al. (2018) de  7,1 ± 1,5 %AI/g em 1 hora 

pós-injeção, que também relata uma captação do PSMA-1007-18F pelos órgãos 

PSMA+. Robu enfatiza o fato de que a internalização do radiotraçador é um 

fator chave para a eficiência de captação e retenção pelo tumor, no qual as 
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características de direcionamento ao PSMA presentes no PSMA-1007-18F 

contribuiu para o acúmulo no tumor. 

WURZER et al. (2020) estudaram um novo derivado PSMA-específico, 

marcado com flúor-18 e gálio-68 nomeados como radio-híbrido-PSMA 

(rhPSMAs) e compararam seu desempenho in vivo com o PSMA-1007-18F. Os 

resultados encontrados por eles se assemelham aos encontrados neste 

estudo, com alto grau de captação pelos rins, baço, tumor e glândulas 

adrenais. 

A captação nos pulmões, comparado com os demais órgãos não-alvo e 

que não apresentam receptores de PSMA, também foi expressiva, igualmente 

observada no estudo com animais sadios e registrada na literatura, pode estar 

relacionada à vascularização deste órgão (IOPPOLO et al., 2020). 

Um fato nos dois ensaios in vivo foi a captação baixa no cérebro, visto 

que o PSMA não ultrapassa a barreira hematoencefálica (NOMURA et al., 

2014). 

Outra maneira de se atestar a especificidade do PSMA-1007-18F pelos 

receptores de PSMA pode ser observada pela relação entre o tumor e músculo 

e tumor sangue apresentada na tabela 23. 

 

Tabela 23 - Razão entre a captação tumor/músculo e tumor/sangue no tempos 

estudados na biodistribuição de PSMA-1007-18F em camundongos SCID com 

modelo tumoral LNCaP. Valores calculados a partir da média dos %AI/g ou mL 

de cada material biológico e seu desvio padrão (n=5). 

Razão 
Tempo pós-administração do PSMA-1007-18F 

30 minutos 1 hora 2 horas 

Tumor/sangue 6,52 ± 3,59 14,18 ± 3,19 36,54 ± 9,47 

Tumor/músculo 3,96 ± 0,17 4,78 ± 1,52 15,86 ± 1,0 

Fonte: Autor 

Observa-se que, em ambos os casos, a razão tumor/sangue (P=0,02) e 

tumor/músculo (P= 0,0001) aumentam significativamente no decorrer do 
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tempo. As razões encontradas neste ensaio são superiores aos encontrados 

por CARDINALE et al. (2017b), que obtiveram razão tumor/sangue de 7,0 no 

tempo de 2 horas, enquanto que a razão tumor/músculo se assemelha à razão 

encontrada neste trabalho com um valor de 12,3 para o mesmo tempo. Os 

resultados sustentam a especficidade alta apresentada pelo radiofármaco 

PSMA-1007-18F (TREGLIA et al., 2019; IOPPOLO et al., 2020). 

7.5.2.3.1 Estudo de competição in vivo 

O estudo de competição in vivo foi realizado com o agente competidor 

PSMA I&T, com o objetivo de comparar o desempenho e especificidade do 

radiofármaco PSMA-1007-18F em camundongos com modelo tumoral LNCaP 

no tempo de 1 hora pós-injeção. 

A tabela 24 apresenta os resultados dos dois grupos de animais (com e 

sem competidor), 1 hora pós-injeção. É possível observar a evidente 

diminuição na porcentagem de atividade nos órgãos PSMA+ além do tumor, 

que é o alvo principal do PSMA-1007-18F neste estudo. 
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Tabela 24 - Média da %AI/g ou mL dos grupos de animais com modelo tumoral 

LNCaP de 1 hora pós-injeção do PSMA-1007-18F com e sem o agente 

bloqueador PSMA I&T (n=5) 

Órgão/tecido 

%AI/g ou mL ± Desvio Padrão 

1h sem bloqueio 1h com bloqueio 

Sangue 0,54 ± 0,16 0,68 ± 0,48 

Coração 2,52 ± 0,71 2,13 ± 0,48 

Pulmão 3,77 ± 3,05 2,55 ± 0,63 

Pâncreas 1,82 ± 0,36 0,99 ± 0,56 

Baço 14,42 ± 4,20 1,06 ± 0,44 

Estômago 2,01 ± 0,84 1,20 ± 0,20 

Fígado 1,40 ± 0,30 1,28 ± 0,31 

Rins 106,08 ± 23,47 7,96 ± 1,94 

Intestino 1,42 ± 0,37 1,44 ± 0,29 

Músculo 1,53 ± 1,08 1,03 ± 0,35 

Osso 1,58 ± 0,15 1,87 ± 0,86 

Cérebro 0,18 ± 0,15 0,32 ± 0,52 

Tumor 6,99 ± 2,03 2,60 ± 0,57 

Fonte: Autor 

Os valores relacionados aos órgãos PSMA+ foram analisados pela 

ferramenta estatística do GraphPad Prism, e os rins apresentaram diminuição 

drástica de captação em presença do competidor, com um valor de P=0,0005, 

sendo significativa a diminuição da captação. O mesmo foi observado para o 

baço e o tumor, com valores de P=0,006 e 0,009, respectivamente. 
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A tabela 25 mostra a diminuição significativa da razão tumor/sangue no 

tempo de 1 hora pós-injeção com a presença do agente bloqueador, 

corroborando a especificidade do radiofármaco PSMA-1007-18F. 

Tabela 25 - Razão entre a captação tumor/músculo e tumor/sangue no tempos 

de 1 hora pós-injeção na biodistribuição de PSMA-1007-18F com modelo 

tumoral LNCaP com e sem a presença do agente bloqueador PSMA I&T. 

Valores calculados a partir da média dos %AI/g ou mL de cada material 

biológico (n=5). 

Razão 

Tempo pós-administração do PSMA-1007-18F 

1 hora sem 

bloqueio 

1 hora sem 

bloqueio 
Valor P 

Tumor/sangue 14,18 ± 3,19 3,87 ± 0,32 0,04 

Tumor/músculo 4,78 ± 1,52 2,79 ± 0,73 0,06 

Fonte: Autor 

Para a razão tumor/músculo também houve uma diminuição, mas não 

tão significativa, com um valor P de 0,06, bem próximo do limite de <0,05 com 

grau de confiança de 95% (tabela 25).  

7.5.2.3.2 Imagem de corpo inteiro de camundongos SDIC com modelo 

tumoral LNCaP em Micro PET 

Para evidenciar e ilustrar a especificidade do radiofármaco, foram 

adquiridas imagens PET/CT de animais com modelo tumoral, após 1 e 2 horas 

de administração do PSMA-1007-18F, e em animal com bloqueio prévio de 

PSMA-I&T.  

A figura 40 mostra a biodistribuição do PSMA-1007-18F nos três animais 

em seus respectivos tempos de análise, nas quais as setas brancas indicam o 

posicionamento do tumor no flanco esquerdo dos camundongos. As áreas em 

destaques representam os órgãos na presença do radiofármaco. 
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Figura 40 - Imagens de micro PET/CT do valor padronizado de captação (SUV) 

do PSMA-1007-18F em camungondos SDIC com modelo tumoral LNCaP 1 

hora, 2 horas e 1 hora com agente bloqueador PSMA I&T pós-injeção 

 

Fonte: Autor 

Corroborando os valores de %AI/g ou mL do estudo invasivo, os órgãos 

PSMA+ apresentam SUV mais elevados, particularmente os rins e tumor. As 

glândulas salivares, que não foi possível de mensurar no ensaio de 

biodistribuição invasivo, foram visualizadas no estudo de imagem e 

apresentaram captação maior do que os órgãos não alvo. A tabela 26 

apresenta os valores de SUV dos órgãos em destaque na imagem PET/CT 

acima. 

Tabela 26 - Valores de SUV do músculo e de órgãos que expressam os 

receptores de PSMA em camungondos SDIC com modelo tumoral LNCaP 1 

hora, 2 horas e 1 hora com agente bloqueador PSMA I&T pós-injeção do 

PSMA-1007-18F, obtidos a partir da imagem PET/CT 

Órgão 
Valor Padronizado de Captação SUV 

1 h 2h 1h + Bloqueio 
Tumor 6,67 3,85 1,37 

Músculo 0,15 0,02 0,25 
Glândula Salivar 3,97 3,65 1,70 

Fonte: Autor 
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De acordo com a tabela 26, a captação no tumor continua presente, 

assim como na glândula salivar, que é um órgão que expressa receptores de 

PSMA, mesmo com 2 horas após a administração (SOEDA et al., 2019). O alto 

nível de captação nos rins e em órgãos não alvo que expressam PSMA pode 

ser protegido pela ação de um agente protetor não radioativo como o PSMA 

I&T não marcado ou o 2-PMPA, comumente usado em testes de internalização 

in vitro por ser específico ao receptor de PSMA (HUANG et al., 2021). 

Outros autores também realizaram estudos de bloqueio in vivo, que 

apresentaram alta captação do radiofármaco nos rins e efetivo bloqueio do 

radiofármaco pelo agente bloqueador (CARDINALE et al., 2017b; IOPPOLO et 

al., 2020). 

7.5.2.4 Histopatologia do tumor de próstata LNCaP 

Foram selecionados tumores que não apresentaram necrose, de 

aparência lisa e não poroso. As imagens se encontram nas figuras 41 e 42, que 

apresentam pleomorfismo celular, ou seja, vários núcleos disformes com 

tamanhos e formas diferentes. A figura 41 apresenta um polinúcleo, 

característico de tecido tumoral, que cresce de maneira desordenada com 

milhares de núcleos. A figura 43 compara um tecido sadio com o tecido 

tumoral, onde é possível ver a diferença entre a quantidade de núcleos 

presentes no tecido, indicando a presença de tumor. 
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Figura 41 - Tumor de células LNCaP no aumento de 200x no microscópio. As 

setas brancas indicam características de tecido tumoral 

 

Fonte: Autor 

 

Figura 42 - Tumor de células LNCaP no aumento de 100x no microscópio. As 

seta branca indica um vaso sanguíneo no meio dos núcleos tumorais 

 

Fonte: Autor 
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Figura 43 - Comparação entre tecido tumoral de células LNCaP (direita) no 

aumento de 100x no microscópio com um tecido sadio (esquerda) 

 

Fonte: Autor 

A partir da análise feita com as lâminas de histopatologia foi possível 

concluir que os fragmentos celulares retirados do tecido possuem 

características tumorais, validando o resultado dos ensaios previamente 

descritos. 

7.6 Validação da Metodologia Analítica para determinação da Pureza 

Radioquímica 

7.6.1 Seletividade 

O primeiro ensaio realizado foi o de seletividade, que avaliou o 

comportamento do produto PSMA-1007-18F na presença de possíveis 

impurezas vindas de sua produção. Inicialmente, o critério de aceitação 

imposto foi baseado na literatura do próprio PSMA-1007-18F (NAKA et al., 

2020), na qual o produto radiomarcado corre pela fita ficando retido nos 

segmentos 0,7 - 0,8, enquanto que a impureza fluoreto-18F livre fica retido na 

origem da fita cromatográfica, semelhante a descrição em sua monografia 

(EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021c). Na rotina prática, o Rf encontrado 

no mesmo sistema aplicado foi de 0,9 – 1,0, sendo este definido como critério 

final de aceitação. 

No ensaio de seletividade, não houve mudança no Rf do radiofármaco 

em nenhuma das triplicatas realizadas, tanto para o produto quanto para o 
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fluoreto-18F, e o critério de aceitação de pureza radioquímica de ≥95% para o 

produto foi atendido (tabela 27).  

Tabela 27 - Fator de retenção das soluções testes do ensaio de seletividade do 

PSMA-1007-18F e seu critério de aceitação 

Amostra Rf encontrado 
Critério de 

aceitação 
%PR 

Critério da 

%PR 

PSMA-1007-18F 

Solução teste 1 0,9 – 1,0 

Rf = 0,9 – 1,0 

98,84 

≥95% 
Solução teste 3 0,9 – 1,0 97,61 

Solução teste 4 0,9 – 1,0 98,61 

Solução teste 6 0,9 – 1,0 98,60 

Fluoreto (18F-) 

Solução teste 2 0,1 

Rf = 0,0 - 0,1 

  

Solução teste 5 0,1 N.A. N.A. 

Solução teste 7 0,1   

Fonte: Autor 

Como visto na tabela 27, a adição das matérias primas químicas e 

radioativas não promoveram alteração do Rf do produto, assim como o produto 

PSMA-1007-18F também não influenciou o Rf do fluoreto-18F, caracterizando o 

método aplicado como seletivo. 

7.6.2 Linearidade 

O ensaio de linearidade foi realizado medindo as atividades do flúor-18 

presentes na amostra de PSMA-1007-18F. A figura 44 mostra os resultados das 

contagem por minuto (CPM) em relação à concentração do PSMA-1007-18F em 

mCi/mL, sendo elas as variáveis dependente e independente, respectivamente. 

A linha cheia representa o comportamento ideal do ensaio para a regressão 

linear aplicada e os pontos representam os valores medidos. As tabelas 28 e 

29 apresentam os resultados do tratamento estatístico realizado, incluindo sua 

adequação ao tratamento escolhido e a avaliação da dispersão de resíduos 

(figura 45). 
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Figura 44 - Avaliação da associação linear entre as variáveis do ensaio de 

linearidade. As linhas tracejadas representam os limites de confiança de 95% 

 

Fonte: Autor 

 

A figura 44 mostra o comportamento dos dados, sendo possível analisar 

a tendência linear entre as variáveis. A linearidade foi demonstrada pela 

correlação direta entre as duas variáveis estudadas, com significância menor 

que 0,05, mostrando que, de fato, essa correlação é diferente de 0.  

A tabela 28 mostra os dados estatísticos resultantes da regressão linear 

simples vista na figura 44, com um coeficiente de correlação (R) de 1 e um R² 

de 0,999, indicando uma adequação quase perfeita ao modelo proposto. A 

equação da reta resultante dessa regressão é y=(1,05x106)x -1,29x104. Com 

isso, é possível confirmar que o ensaio atende um dos pré-requisitos da 

regressão linear. 
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Tabela 28 - Resultados da adequação dos dados ao modelo estatístico 

escolhido no ensaio de linearidade do PSMA-1007-18F 

Fonte: Autor 

A análise da ANOVA, ou análise da variância, apresentou significância 

estatística menor que 0,001, descartando a hipótese nula que caracteriza que a 

variável dependente não influencia na variável independente. Sendo assim, de 

fato a hipótese alternativa é melhor e é a mais adequada ao modelo proposto. 

A tabela 29 mostra os dados da análise dos resíduos resultantes da 

regressão linear, sendo os limites de aceitação indicados como ‘erro do valor 

previsto’, definidos como 3 desvios padrão para máximo e mínimo. Os valores 

intitulados como ‘erro do resíduo’ mostra os valores dos resíduos mínimo e 

máximo encontrados, ficando dentro dos limites estabelecidos, não possuindo 

outliers, ou seja, não apresentam valores discrepantes, cumprindo mais um 

critério de regressão linear ideal. 

Tabela 29 - Análise estatística dos resíduos resultantes da regressão linear do 

ensaio de linearidade do PSMA-1007-18F 

 Mínimo Máximo N 
Valor previsto 25794,39 1288209,38 6 

Resíduo encontrado -19599,49 17860,20 6 
Erro do valor previsto -1,18 1,25 6 

Erro do resíduo encontrado -1,15 1,05 6 

Fonte: Autor 

O teste de normalidade dos resíduos foi realizado pelo teste de Shapiro-

Wilk, onde obteve o valor de 6 com nível de significância estatística de 0,553, 

valor superior a 0,05, que significa que os resíduos seguem uma distribuição 

normal (DE SOUZA; JUNQUEIRA, 2005).  

Por fim, foi realizado o teste de homocedasticidade dos resíduos, que 

avalia se o comportamento dos resíduos em torno do valor médio é 

homogêneo (CARMO; MARTINS, 2014). Como pré-requisito de uma regressão 

R R quadrado 
R quadrado 

ajustado 
Erro padrão 

da estimativa 
Durbin-
Watson 

1,000a 0,999 0,999 17095,306 2,636 
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linear e cumprindo as normas da RDC Nº166 de 2017 (ANVISA, 2017), a figura 

45 mostra a dispersão dos resíduos resultantes, que apresentam 

comportamento aleatório em torno do eixo x, não apresentando um formato 

cônico ou alguma tendência.  

Figura 45 - Avaliação da dispersão de resíduos do ensaio de linearidade. 

Valores dos eixos normalizados. 

 

Fonte: Autor 

Conforme visto na tabela 28, o valor de Durbin-Watson, que analisa se 

os resíduos são independentes, apresenta um valor de 2,636, ficando dentro 

de seus limites de 0 e 4 (HUBERT; ROUSSEEUW, 2011). Com isso, podemos 

afirmar que esse ensaio foi aprovado e que o sistema cromatográfico proposto 

é viável, cumprindo as exigências de validação da ANVISA. 

7.6.3 Precisão 

Com o objetivo de determinar a repetibilidade e precisão do método 

cromatográfico em definir a pureza radioquímica do PSMA-1007-18F, o ensaio 

de precisão contou com dois analistas que realizaram a repetibilidade e a 

precisão intermediária de modo independente no mesmo laboratório, contando 

com sextuplicadas da mesma amostra do radiofármaco.  
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A sextuplicata dos ensaios de precisão intermediária e repetibilidade se 

encontram na tabela 30, na qual foram comparados os resultados da %PR 

através do desvio padrão relativo. 

Tabela 30 - Pureza radioquímica encontrada no ensaio de precisão do PSMA-

1007-18F, seu desvio padrão e desvio padrão relativo. 

Porcentagem de Pureza Radioquímica (%PR) 

 Repetibilidade Precisão Intermediária 

Média 98,42 98,74 

Desvio Padrão 0,214 0,217 

Desvio Padrão 

Relativo 
0,217 0,220 

Desvio Padrão 

Relativo entre os 

resultados 

0,148 

Variância 0,022 

Fonte: Autor 

O grau de concordância entre os resultados individuais pode ser visto 

por meio do desvio padrão relativo, tendo como critério de aceitação de %PR 

de ≥95% (tabela 30). Assim, os valores médios de 98,42% e 98,74% da 

repetibilidade e precisão intermediária, respectivamente, se tornam verdadeiros 

e aceitáveis, com valores de dispersão mínimos e confiáveis  pelo desvios 

padrão. O desvio padrão relativo refere-se ao grau de concordância mútua 

entre as medidas individuais, caracterizando sua reprodutibilidade. Com 

variância de 0,022, é possível afirmar que a precisão do método é alta, 

alcançando entre os analistas uma boa reprodução do processo sem decair a 

qualidade e eficácia, visto que o Rf de todas as análises ficou entre 0,9 e 1,0, 

característico do produto. 

7.6.4 Robustez 

O ensaio de robustez foi realizado como um experimento fatorial 

fracionário, ou seja, através de experimentos onde os fatores analisados se 

encontram em pequenas frações, verificando se eles influenciam no resultado 
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final, neste caso, a pureza radiquímica do PSMA-1007-18F. Desta forma, os 

parâmetros foram analisados de forma independente, não podendo ser 

detectadas as interações dos parâmetros entre si através deste teste 

(KARAGEORGOU; SAMANIDOU, 2014). 

Assim, para cada ensaio foi realizada uma triplicata de corridas variando 

os parâmetros pré-determinados de concentração radioativa, volume de 

aplicação da amostra de PSMA-1007-18F e a proporção dos solventes da fase 

móvel utilizando o Teste de Youden, onde os resultados estão apresentados na 

tabela 31. Estes valores foram usados no cálculo de distribuição de T de 

Student a partir da diferença entre os valores %PR de alto nível e baixo nível 

para cada parâmetro individualmente (tabela 32). O Rf encontrado nas corridas 

ficou entre 0,9 e 1,0. 

Tabela 31 - Resultado da porcentagem de pureza radioquímica (%PR) para o 

ensaio de robustez do PSMA-1007-18F 

Parâmetros 
Número de experimentos 

1 2 3 4 

Concentração da 

amostra 

(A/a) 

A A a a 

Volume da amostra 

(B/c) 
B b B b 

Composição da fase 

móvel (v/v) 

(C/c) 

C c c C 

Média da %PR 
96,83% ± 

0,18 

98,12% 

±0,26 

97,17% ± 

0,16 

96,67% ± 

0,11 

Fonte: Autor 
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Tabela 32 - Resultado da distribuição de T de Student para o ensaio de 
robustez do PSMA-1007-18F 

Parâmetro 

Diferença entre as 

médias da %PR 

de alto e baixo 

nível em módulo 

Tcal Ttab 

Concentração Radioativa 0,555 0,620 

±3,182 Volume de aplicação -0,395 -0,441 

Fase móvel -0,895 -2,266 

Fonte: Autor 

O teste de Youden consegue fornecer valores que caracterizam a 

influência daquele fator de interesse sobre o estudo como um todo. Assim, o 

efeito de cada parâmetro é considerado como importante e influente no método 

cromatográfico quando o valor calculado for superior ao critério estabelecido. 

Partindo da hipótese alternativa e dos fatores analisados (n=4), estabeleceu-se 

um valor de Ttab para 95% bicaudal de 3,182, onde os valores calculados a 

partir das porcentagens de PR não devem ultrapassar os limites de ±3,182. 

O primeiro parâmetro analisado foi a concentração radioativa. Como via 

de regra para este estudo, a concentração na condição padrão foi de 37 

MBq/mL (1 mCi/mL), onde a condição variável adotada foi de 18,5 MBq/mL (0,5 

mCi/mL), metade do valor inicial. A probabilidade estatística esperada para 

este fator, considerando o ensaio de linearidade que analisou o comportamento 

cromatográfico de 50% da concentração padrão, é de que estaria dentro do 

intervalo de confiança e que seriam estatisticamente iguais. O Tcal de 0,620 

demonstra baixo impacto sobre a capacidade do método CCD em identificar a 

pureza radioquímica do PSMA-1007-18F, não influenciando diretamente no 

método de separação e não afetando o ensaio. O mesmo pode ser visto no 

volume da amostra aplicado, tendo um valor Tcal mais baixo de -0,441. 

Em compensação, o valor Tcal para a fase móvel se aproximou da 

extremidade de 3,182 com um valor de Tcal de -2,266. É compreensível este 

valor estar tão próximo do limite do intervalo de confiança por ter maior 

influência sobre o método quando comparado com os demais fatores, visto que 

a cromatografia se baseia no equilíbrio do analito entre a fase móvel e a fase 
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estacionária do sistema (COLLINS et al, 2006). Mesmo a fase móvel alternativa 

(valor de baixo nível) apresentando uma porcentagem de solvente orgânico 

menor, influenciando na polaridade da mistura da fase móvel e, 

consequentemente, no equilíbrio do sistema e na adsorção do produto 

radiomarcado, não interferiu na eficácia de separação do PSMA-1007-18F do 

fluoreto-18F, assim como não interferiu no fator de retenção do mesmo, ficando 

entre 0,9 e 1,0 em todas as corridas. 

O método proposto se provou robusto, capaz de resistir a pequenas 

mudanças na sua condição padrão, visto que o ensaio de pureza radioquímica 

na rotina de controle de qualidade de qualquer radiofármaco é feito por 

diferentes analistas em diferentes laboratórios, submetendo-se às deliberadas 

variações no processo. 

7.6.5 Intervalo 

O ensaio de intervalo é relativo, pois é normalmente derivado de 

resultados dos ensaios de precisão, linearidade e exatidão (quando aplicável), 

a fim de estabelecer a melhor faixa de trabalho considerando as quantidades 

do analito dentro ou nas extremidades da faixa determinada pelo procedimento 

analítico (EMA, 1995).  

O ensaio de linearidade foi executado para a faixa de 5 a 120% da 

concentração radioativa de 1 mCi/mL e demonstrou linearidade. Porém, ao se 

trabalhar próximo do limite inferior avaliado (5 %) para determinação da pureza 

radioquímica, não haveria garantia da detecção da impureza, caso ela se 

apresentasse, por exemplo, no limite do critério de aceitação do ensaio. Sendo 

assim, recomenda-se o range de 90 a 110 % para faixa de concentração 

radioativa, ou seja, um range de 0,9 a 1,1 mCi/mL.  
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8 CONCLUSÃO 

Com os resultados observados na literatura dos avanços na detecção de 

pequenas lesões de câncer de próstata e na sua recorrência bioquímica por 

meio de estudos PET/CT com PSMA-1007-18F, o presente trabalho teve como 

objetivo avaliar e validar os parâmetros de síntese e as metodologias do 

controle de qualidade, contribuindo para a implementação futura da produção 

rotineira deste radiofármaco no Centro de Radiofarmácia do IPEN/CNEN-SP. 

A adequabilidade do método de síntese automatizada do radiofármaco 

foi comprovada, resultando em rendimento de marcação alto e 

reprodutibilidade do processo produtivo. A estabilidade do radiofármaco 

sustenta a sua produção em escala alta, podendo ser distribuído para centros 

médicos sem perder sua eficácia. 

Em julho de 2021 foi publicada a monografia oficial do PSMA-1007-18F 

na Farmacopeia Europeia, e os métodos analíticos aplicados para o controle de 

qualidade foram avaliados nesta dissertação, comparados aos métodos 

descritos na literatura que antes eram referência para critérios de aceitação. Os 

resultados iniciais alcançados sustentam a viabilidade de aplicação do 

radiofármaco, que atendeu aos critérios mais rígidos inicialmente propostos de 

pureza radioquímica. 

Contribuiu também para a validação do método analítico de CCD, 

empregado na determinação da pureza radioquímica do radiofármaco PSMA-

1007-18F, sendo este um requisito para obtenção da certificação em Boas 

Práticas de Fabricação de um novo radiofármaco. Os resultados aqui 

apresentados oferecem mais recursos para registro do produto no Brasil, 

possibilitando sua comercialização e seu uso no diagnóstico do câncer de 

próstata, umas das doenças mais letais no país e no mundo. 

Por fim, o trabalho avaliou a especificidade do radiofármaco em estudos 

pré-clínicos necessários para demonstrar a eficácia do produto para aplicação 

clínica.  O trabalho demonstrou alta captação do PSMA-1007-18F pelo tumor 
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prostático, coincidindo com os resultados clínicos internacionais, podendo ser 

utilizados como base para futuros estudos clínicos com o radiofármaco.
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