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1 Abreviatures

YC-CH;0Tf
YC-CH;l
Y'c-piB

18F—
BE-FMISO
AEMPS
Asp

BET

CG

cMmC

Conc
CR

cv
Detector RAD
EMA
EOS
FDG
FM
FMISO
FR

FRs
FTG
GPs
GS

h.c.
h.i.
HPLC

I+D

1. Abreviatures

Triflat de metil

lodur de metil

Pittsburgh Compound B marcat amb Carboni-11

16 fluorur marcat amb Fltior-18 o **F-Fluorur
Fluoromisonidazol marcat amb Flior-18

Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios
Activitat especifica

Test d'Endotoxines Bacterianes (Bacterial Endotoxins Test)
Cromatografia de gasos

Dossier sobre les propietats quimiques, procés de produccid i
control (Chemistry, Manufacturing and Control)
Concentracid

Concentracié radioactiva

Coeficient de variacié

Detector isotopic gamma

European Medicines Agency

Final de la sintesi (end of synthesis)

Fludeoxiglucosa

Fase mobil

Fluoromisonidazol

Factor de resposta

Factors de resposta

Fluid de tioglicolat

Grups protectors

Grup sortint

Hora del control

Hora injeccié

Cromatografia liquida d’alta resolucid (High Performance Liquid
Chromatography)

Investigacio i desenvolupament
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ICH

ICHE
ICHM
ICHQ
ICHS
LAL
LD
LQ
MVD
NA
NCF
ND
OTs
PDE
PEI
PET

pH
Ph. Eur.
P

PIB
PQ

PR
PRad
PRN
PRNA
PRNB
PR-PIB
PRQ
PRs
QMA

RD

1. Abreviatures

Guies del International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use
Guies ICH d’Eficacia (ICH Efficacy guidelines)

Guies ICH Multidisciplinaries (ICH Multidisciplinary guidelines)
Guies ICH de Qualitat (ICH Quality guidelines)

Guies ICH de Seguretat (ICH Safety guidelines)

Lisat d’amebocit (Limulus Amoebocyte Lysate)
Limit de deteccid

Limit de quantificacio

Dilucié maxima valida (Maximum Valid Dilution)

No aplica

Normes de Correcta Fabricacié

No detectable

Grup Tosilat

Exposicid Diaria Permesa (Permited Daily Exposure)
Producte en fase d’investigacié clinica

Tomografia per emissio de positrons (Positron Emission
Tomography)

Potencial d’hidrogenions

Farmacopea Europea (European Pharmacopoeia)

Patrd intern

Pittsburgh Compound B

Puresa quimica

Precursor

Precursor radioactiu

Puresa radionucleidica

Puresa radionucleidica A

Puresa radionucleidica B

Precursor de ''C-PIB

Puresa radioquimica

Precursors

Sep-Pack de metil amoni quaternari (Quaternary Methyl!
Ammonium Sep-Pack)

Real Decret
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RF
RFE
RFs
RM
TC
THP
TLC
TR
TSB
UspP
uv

1. Abreviatures

Radiofarmac

Real Farmacopea Espafiola

Radiofarmacs

Ressonancia Magnetica

Tomografia Computada

Grup protector amb estructura de Tetrahidropira
Cromatografia de capa fina (Thin Layer Chromatography)
Temps de retencid

Caldo de triptona i soja

Farmacopea Nord-Americana (United States Pharmacopeia)

Radiacié Ultravioleta
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2. Contextualitzacio

2 Contextualitzacio

La tomografia per emissié de positrons (Positron Emission Tomography, PET) és una técnica
d'imatge no invasiva que permet obtenir imatges quantitatives i tridimensionals dels processos
biologics i farmacologics en I'organisme. Portar a terme un estudi PET implica I'administracié
intravenosa d’un Radiofarmac (RF) i I'obtencid de les imatges mitjancant un tomograf PET. La PET
esta essent utilitzada en la practica clinica per al diagnostic de diverses malalties com el cancer, la
malaltia d’Alzheimer, el Parkinson i I'esquizofrénia, entre d’altres, i també en la investigacio pre-
clinica i clinica, tant per agilitzar els assaigs clinics amb noves molécules, com per a la recerca

translacional.

Segons dades del National Institutes of Health’ només un 8,7 % d’estudis PET realitzats en animals
passen a realitzar-se en humans. Aix0 es deu 1) a la propia limitacié en el trasllat dels estudis
d’animals a humans i 2) al cost i a les dificultats associades per aconseguir |'autoritzacié d’us dels

RFs PET™.

Els Radiofarmacs (RFs) sén considerats medicaments i com a tals han de ser fabricats conforme a
les Normes de Correcta Fabricacid (NCF) i el seu Us ha de ser aprovat per les autoritats sanitaries
competents. Aixo fa que la seva fabricacid sigui costosa i tingui la dificultat associada de ser
fabricats segons una normativa i guies poc adaptades a les caracteristiques intrinseques dels RFs
PET com és la seva curta semivida, de l'ordre de minuts. De fet, les guies especifiques que

apliquen als RFs sén poc detallades per orientar els investigadors i les publicacions sén poques.

L'objectiu d’aquesta tesi és establir unes pautes en el marc de la validacié dels métodes analitics
dels RFs PET per tal de poder complir amb la normativa vigent i/o en el cas de mancanca de

normativa orientar i contribuir a agilitzar els tramits d’autoritzacié.

Per portar a terme aquesta tesi, es desenvolupa I'exemple de dos RFs marcats amb isotops
diferents: "'C-PIB, marcador de diposit de plaques amiloides en el diagnostic de la malaltia
d’Alzheimer, i ®F-FMISO, marcador d’hipoxia tissular en el tractament del cancer. La fase
experimental va ser desenvolupada en laboratori farmacéutic CRC-Centre d’Imatge Molecular
durant el periode 2009-2012. Els dos RFs varen ser presentats com a medicament en investigacié i
obtingueren I'autoritzacié de Producte en fase d’investigacio clinica (PEl) per I’Agencia Espafiola
de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS): *'C-PIB PEI nimero 09-006 i *®F-FMISO PEI ne
10-105.

-17-






3. Objectiu i Hipotesi

3 Objectiu i Hipotesi

Per tal que els RFs d’estudi satisfacin les garanties de qualitat i el seu Us, tant en el camp de la
investigacid com en la practica clinica, pugui ser autoritzat en humans, un dels punts claus és
definir i validar els métodes analitics i aplicar-los als estudis d’estabilitat i a la validacié de procés

seguint la normativa i/o directrius vigents.

3.1 Hipotesi
Es possible definir les especificacions i validar els métodes analitics pels dos RF d’estudi: ®F-

FMISO i **C-PIB.

Els meétodes analitics definits son aplicables a I'estudi d’estabilitat, a la validacié de procés i a les

produccions rutinaries dels RFs d’estudi.

3.2 Objectiu
Per als dos RFs d’estudi ®*F-FMISO i *C-PIB:

- Definir les especificacions
- Validar els meétodes analitics, essent:
=  Puresa radioquimica
=  Puresa quimica
= Dissolvents residuals
=  Esterilitat
= Endotoxines
- Realitzar la validacié de procés aplicant els metodes analitics i les especificacions
definides

- Determinar I'estabilitat de cadascun d’ells.

Com a objectiu secundari s’espera que el treball serveixi com a model de procediment de treball

per dur a terme la validacié dels métodes analitics dels RFs PET per al seu Us en humans.
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4. Introducci6

4 Introduccio

4.1 Latomografia per emissio de positrons
La PET és una técnica d'imatge no invasiva que permet obtenir imatges tomografiques i

volumétriques de la distribucié d’un RF un cop administrat a un pacient®>.

La base de la técnica PET la trobem en la injeccié intravenosa d’una dosi traca' d’un RF, adquisicié
sequencial d'imatges mitjancant un tomograf especific i posterior reconstruccié volumétrica per a

poder determinar la distribucié tridimensional del RF. A partir d’aquestes imatges es pot”:

- Estudiar, visualitzar i quantificar multiples processos bioquimics i fisiologics: metabolisme
de la glucosa, sintesi proteica, proliferacié cel-lular, perfusié miocardiaca, metabolisme -
oxidatiu, entre d’altres.

- Determinar la densitat de receptors d’una regié concreta, la cinetica d’unid receptor-
lligand, I’afinitat d’'un compost per un receptor determinat, la biodistribucié del RF al llarg

del temps i 'efecte d’'un farmac en un procés fisiologic determinat.

Els avengos en els darrers anys en la instrumentacié i la radioquimica han permes que mitjangant
la tecnica PET, es pugui progressar en el coneixement, diagnostic, estadiatge i tractament de
diverses malalties com el cancer, la malaltia d’Alzheimer, el Parkinson i I'esquizofrénia, entre
d’altres. A més, al ser una técnica que permet obtenir dades quantificables sobre variables

fisiologiques o patologiques” per pacient, suposa un pas endavant en la terapia individualitzada.

La PET i la seva aplicacié en la recerca biomedica ha representat un gran impacte en el sector
empresarial farmaceéutic i en les seves estrategies d’investigacio i desenvolupament (I+D). Els RFs

PET tenen gran aplicacié en assajos clinics en humans perqué permeten4'5'6:

- En fases preliminars visualitzar el comportament de noves molécules en I'organisme:
biodistribucié, ocupacié de receptors, acumulacid al teixit diana i en arees de toxicitat
potencial. Agafant importancia en els assajos de primera vegada en humans (First-in-
Human Clinical Trials).

- Enfases més avangades per demostrar, seguir i comparar I'eficacia d’'un nou tractament.

"Dosi traga: <1/100 vegades la dosi que té efectes farmacologics, considerant un maxim 100 ug7.
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4. Introducci6

Paral-lelament la PET també té gran aplicacidé en la recerca pre-clinica translacional, ja que amb
I'existéncia dels tomografs per animals petits de laboratori (microPET), es disposa de la mateixa

eina per a humans i animals>’.

Tot aixo fa que la PET sigui una eina molt util en el camp de la investigacid, permetent descartar
en fases preliminars molecules amb perfils no adients i demostrar I'eficacia de nous tractaments,
agilitzant aixi els assajos clinics, disminuint el cost i assegurant les inversions economiques cap a

noves molécules o tractaments.

La base i el que caracteritza la tecnica PET és el RF, que es defineix com una molécula marcada
amb un isotop radioactiu que s’administra a un organisme amb una dosi sense efectes
farmacologics, és a dir, una dosi traca. Els RFs també s’anomenen radiotracadors, al ser injectats
a dosi traca. Un RF consta de dues parts ben diferenciades: la molecula suport (-farmac) que
condiciona la distribucid i comportament del RF dins I'organisme, i el radioisotop (radio-) que és la
part que emet la radiacié permetent la deteccid externa i per tant la valoracié qualitativa o

guantitativa del procés d’estudi.

Els RFs PET, a diferencia dels RFs utilitzats en la medicina nuclear convencional, estan formats per
isotops emissors de positrons que es troben freqientment a les molécules biologiques i als

8 e 1N, °0). Mitjancant processos de sintesi quimica es pot obtenir la mateixa

farmacs (
molecula, pero amb I'isotop no radioactiu canviat pel radioactiu sense afectar les caracteristiques
del compost. Aquests radioisotops tenen una energia d’emissio alta (511 keV) fet que permet
I'obtencié d’imatges amb alta resolucié (4-6 mm tomografs per humans), important en I'estudi
d’estructures petites tal com els receptors cerebrals. Alhora, tenen un periode de
semidesintegracio molt curt, com per exemple el C-11 que és de 20,4 min, que per aspectes clinics
és un avantatge al permetre la realitzacié de multiples estudis en un mateix pacient. Com a
contrapartida, aquest periode de semidesintegracié tan curt, de I'ordre de minuts, requereix que
les instal-lacions per a la produccié del radioisotop, sintesi del RF i realitzacié dels estudis, siguin
complexes, hagin d’estar molt proximes i que per lot produit es puguin estudiar pocs pacients (es

pot arribar a necessitar un lot per cada pacient). Tot aix0 converteix la PET en una técnica

d’imatge menys disponible i més costosa.
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4. Introducci6

4.2 Radiofarmacs d’estudi.
Aquesta tesi es basa en la validacié dels métodes analitics i la definicié de les especificacions
agafant com exemple dos RFs marcats amb isotops diferents: el 'C-PIB, d’aplicacié clinica

neurologica, i el ®®F-FMISO, d’aplicacié clinica en el camp de I'oncologia.

421 *'c-PIB

La malaltia d’Alzheimer és la forma de demeéncia més comuna i es caracteritza per un
deteriorament progressiu de la funcid cognitiva i del comportament. Les caracteristiques
patologiques de la malaltia d’Alzheimer sén les plaques neuritiques compostes de fibril-les
peptidiques B-amiloides (AB), cabdells neurofibril-lars de proteina tau hiperfosforilada i el déficit
de neurotransmissors. Al llarg de la malaltia es produeix un increment en la concentracié de
fibril-les (AB) que afecta I'eficacia sinaptica i gradualment es produeix un increment en la massa
de plaques amiloides i una progressié en el deteriorament cognitiu®. El diagnostic de I’Alzheimer
és diferencial i es basa en un test neurologic i proves complementaries com I'analisi de sang, la
puncié lumbar per estudiar el liquid cefaloraquidi i I'avaluacié de I'atrofia cerebral mitjangant
Tomografia Computada (TC) o Ressonancia Magnetica (RM). Pero el diagnostic definitiu no

s’aconsegueix fins post-mortem amb I'estudi histopatologic del teixit cerebral®.

Aconseguir un biomarcador seria de gran valor per al desenvolupament d’un diagnostic precog,
L s , .

per valorar la progressid de la malaltia, I'eficacia d’'un tractament o per a I'estudi de noves

terapies. Els darreres esforgos en la investigacié clinica s’"han basat en aconseguir marcadors de

plaques B-amiloides i/o cabdells neurofibril-lars. Es en aquest marc on la PET té el major potencial

al ser una tecnica no invasiva que disposa de RFs que permeten I'obtencid d’imatges que mostren

el diposit de les plaques d’amiloides. Actualment, un dels RFs més destacats és el **C-PIBS.

El Pittsburgh Compound B (PIB) és un derivat de la Tioflavina T marcat radioactivament amb C-11
(*'c-PIB) desenvolupat per un grup de la Universitat de Pittsburgh associats amb investigadors de
la Universitat de Uppsala. El *'C-PIB presenta una alta afinitat i unié competitiva per les fibril-les
peptidiques B-amiloides (AB)', bona penetracié a través la barrera hematoencefalica, elevada
retencié en zona cortical i bon aclariment cerebral. Totes aquestes caracteristiques han fet que
actualment sigui un RF molt usat en la investigacié clinica per a I'estudi de la malaltia

8-11

d’Alzheimer®*!. A continuacié s’adjunten unes imatges resultants de dos estudis PET amb *'C-PIB,

un pacient diagnosticat d’Alzheimer i un pacient control (Figura 1).

"EIPIB desplaga els lligands BS1 i BS3, ambdds receptors de les fibril-les peptidiques 3-amiloides (AB)Q.
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4. Introduccié

Figura 1. Imatge de dos estudis PET amb "'C-PIB. A la part superior: imatge d’un patré positiu
amb captacid al precuni, lobul frontal, parietal i temporal lateral, indicador de preséncia de placa
amiloide en un pacient d’Alzheimer (Alzheimer’s disease) i, a la part inferior: imatge d’un patré
negatiu, control sa (normal control), amb captacié inespecifica fonamentalment localitzada en

substancia blanca.

Alzheimer's
Disease

Normal Contral

Imatge d’un assaig clinic realitzat a CRC-CIM amb “cpiB

4.2.2 “*F-FEMISO

El cancer és una de les principals causes de mort a escala mundial. Existeixen més d’un centenar
de tipus de cancer i cadascun respon diferent al tractament. Generalment les principals terapies
que es fan servir en el tractament del cancer sén la quimioterapia, la cirurgia, la radioterapia, els
transplantaments, la hormonoterapia, la immunoterapia i altres medicaments amb indicacid
anticancerigena (inhibidors de I'angiogénesi, vacunes, terapia biologica...)"**.

La técnica PET ha estat molt utilitzada en el cancer amb Iadministracié del RF ‘*F-FDG
(fludeoxiglucosa marcada amb Fldor-18). La FDG és un analeg de la glucosa que s’incorpora
principalment a les cel-lules amb elevat consum de glucosa com sén les cel-lules cancerigenes. La
PET amb "®F-FDG esta indicada en el diagnostic, I'estadiatge, la monitoritzacié del tractament i en

cas de sospita de recidiva™.

Dins el context de la investigacié del cancer, també s’utilitzen altres RFs que permeten visualitzar
certs marcadors que poden ajudar en el diagnostic i tractament del cancer de forma

individualitzada i més especifica.
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Un marcador d’hipoxia tissular és de gran interés en el tractament del cancer, ja que és una
caracteristica dels cancers amb tumors solids, com és el de pulmd i el de cap i coll. La hipoxia
tissular ve originada per I'augment de la vascularitzacid (angiogénesi) i per I'elevada demanda
d’oxigen a causa de la proliferacio cel-lular tumoral que sobrepassa la concentracié d’oxigen local.
La presencia d’hipoxia cel-lular en teixit tumoral s’associa a una elevada agressivitat perque les
cél-lules hipoxiques presenten radio i quimio-resistencia augmentant la taxa de recurréencia,

metastasi i disminuint la supervivencia™.

Existeixen diferents tecniques per detectar hipoxia, entre elles les tecniques
d’'immunohistoquimica que permeten I'obtencié d’imatges d’elevada resolucid espaial pero amb
el desavantatge que son tecniques invasives. Per aix0 s’estan dedicant molts esforcos a validar un
RF que permeti la deteccié d’hipoxia de forma no invasiva. Un d’aquest RFs és *F-FMISO
(fluoromisonidazol marcat amb Fluor-18) desenvolupat per investigadors de la Universitat de
Washington. El mecanisme d’accié de ®F-FMISO es basa en I'estructura nitromidazol, que és la
responsable que el **F-FMISO quedi atrapat a I'interior de les cél-lules tumorals. Concretament, la
molécula de nitromidazol un cop a l'interior de la cél-lula hipoxica és reduida i posteriorment
s’uneix covalentment a les macromoléecules tissulars. En canvi si el teixit no és hipoxic la reduccio
és revertida gracies a la presencia d’oxigen i per tant no queda atrapat a l'interior (veure figura

2)". D’aquesta manera es pot obtenir una imatge selectiva de les cél-lules tumorals hipoxiques.

Figura 2. Mecanisme d’accié **F-FMISO™. ®F-FMISO en penetrar a les cél-lules és reduida per
enzims nitroreductasa en funcid dels nivells d’oxigen del compartiment cel-lular. A) en teixit
necrotic no es produeix la reduccié, B) en teixit normoxic es produeix la reduccid pero
seguidament és re-oxidada en preséncia d’oxigen i difon fora del compartiment cel-lular, C) en

teixit hipoxic *®F-FMISO és reduida perd no és re-oxidada quedant retinguda a dins la cél-lula™.

Ceilular compartmant
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4. Introduccié

Per tant, I'Gs de '®F-FMISO en cancers on la hipoxia és present, permet valorar diferents
estrategies terapeutiques com seria augmentar la dosi de radioterapia en el teixit hipoxic, o la

1617 Altres camps d’utilitzacié d’aquest RF

utilitzacié de tractaments hipoxics en el teixit detectat
on també es presenta hipoxia tissular és I'infart cerebral o de miocardi isquémic™. Actualment
existeixen diversos estudis en la Unid Europea que utilitzen aquest RF en assajos clinics per tal
d’optimitzar la técnica i el seu Us en la practica clinica. A la figura 3 es mostren un conjunt
d’imatges resultants d’un estudi PET amb "®F-FMISO on s’estudia el teixit hipoxic per tal de

programar la radioterapia més adient per al pacient.

Figura 3. Conjunt d’imatges d’un mateix pacient que demostra I'interés clinic del RF **F-FMISO. A)
Imatge PET-TC amb "®F-FDG indica el metabolisme de glucosa, B) Imatge PET-TC amb “*F-FMISO
indica el teixit hipoxic, C) Fusié dels dos estudis PET-TC amb '®F-FDG i ®F-FMISO que permet
localitzar el teixit hipoxic dins el teixit tumoral i que per tant ha de rebre més radiacié en el
tractament radioterapic, D) Planificacié de la dosimetria del tractament radioterapic on s’observa

que el teixit hipoxic és el que rep més radiacio.

A) "F-FDG B) YF-FMISO

€} **F-FDG + “F-FMISO C) Dosimetria

Imatge assaig clinic Consorci Marc Parc de Salut de Barcelona realitzat a CRC-CIM.
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4.3 Marc legal dels RF

El ™C-PIB i el *®F-FMISO sén RFs i com a tals s6n considerats medicaments. Per tant, per a poder-
los utilitzar en la practica clinica cal estudiar i entendre el complex marc legal que envolta els RFs
PET i com ha anat canviant amb el temps.

L’any 1990 amb I'entrada en vigor de la Llei del medicament (Ley del Medicamento 25/1990)" i
posterior Real Decret (RD) pel qual es regulaven els medicaments RFs d’Us huma (RD 479/1993)",
els RFs varen estar considerats medicaments: un RF és qualsevol producte que un cop preparat
per al seu Us amb una finalitat terapéutica o diagnostica contingui un o més radionuclids (isotops

radioactius).
Per tant segons la Llei 25/1990 els RFs al ser medicaments tenien les segiients vies d’ts>:

- Els RFs destinats a ser comercialitzats requerien |'autoritzacié prévia de I’AEMPS.

- Alternativament '’AEMPS va estudiar la via de considerar els RFs com a Preparat o
Férmula Oficinal acollint-se a Iarticle 8.10 i 36 de la Llei del medicament™.

- Els RFs que no es podien acollir a la definicid de preparat o formula magistral o el seu Us
era diferent a l'autoritzat o bé eren destinats a ser administrats en un entorn
d’investigacié medica que requeria actuar segons el previst en el RD pel qual s’establien
els requisits per a la realitzacié d’assajos clinics (RD 561/1993)%, eren considerats

medicaments en investigacié i havien de complir amb la normativa vigent d’assajos clinics.

Perd I'any 2003 amb la publicacié del Formulari Nacional (Ordre SCO/3262/2003)*! on no es va
incloure cap monografia de RF, es va excloure la via d’Us dels RFs com a preparat o férmula
magistral, i amb la modificacié de la normativa europea aplicable als medicaments d’Us huma,
I’AEMPS va haver de revisar la normativa vigent. Com a conseqtiéncia va sorgir la Llei de garanties
i Us racional de medicaments i productes sanitaris (Llei 29/2006)* complementada pel RD pel qual
es regula el procediment d’autoritzacid, registre i condicions de dispensacié dels medicaments
d’Us huma fabricats industrialment (RD 1345/2007)* i el RD pel qual es regulen els assajos clinics
amb medicaments (RD 223/2004)**, que varen derogar la Llei del medicament (Llei 25/1990)" i
els corresponents RDs: RD 479/1993" de RFs i RD 561/1993% d’assajos clinics®.

Amb aquesta nova normativa els RFs continuen essent considerats medicaments al ajustar-se a la
nova definicié**: un medicament és tota substancia o combinacié de substancies que presenti
propietats per al tractament i prevencié de malalties en éssers humans o que pugui utilitzar-se o
administrar-se en éssers humans amb la finalitat de restaurar, corregir o modificar les funcions

fisiologiques exercint una accié farmacologica, immunologica o metabolica, o d’establir un
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diagnostic medic. Concretament els RFs PET es consideren com a medicaments d’ds huma
elaborats industrialment o que en la seva fabricacié intervingui un procés industrial, ja que
independentment del volum final que s’obtingui de la seva produccio, el procés o processos de

produccid es realitzen en condicions constants i el producte obtingut és homogeni®.

Per tant, actualment els RFs PET com a medicaments d’Us huma o que en la seva fabricacid
intervingui un procés industrial, han de complir les condicions segiients®:

- Els RFs destinats a ser comercialitzats requereixen de I'autoritzacid prévia de AEMPS.

- Els RFs no es poden acollir a la definicié de preparat o formula oficinal.

- Els RFs quan s’investiguin o s’utilitzin com a referéncia en un assaig clinic tenen
consideraci6 de medicament en investigacié. Per tant necessiten la corresponent
autoritzacié per part de I’AEMPS per garantir aquesta investigacid segons el reglament
establert.

- Els RFs tenen consideraciéo de medicaments especials”, per tant I’/AEMPS permet que es
considerin com a Us compassiu en certs casos per tal de cobrir necessitats especials de
tractament de situacions cliniques de pacients concrets i la prescripcié de medicaments
autoritzats quan s’utilitzen en condicions diferents a les autoritzades, com és la
prescripcid i I'aplicacié de medicaments no autoritzats a pacients no inclosos en un assaig

clinic, pero sempre sota I'autoritzacié de les autoritats sanitaries.

Un altre ambit de controversia que ha envoltat els RFs és I'ambit d’elaboracid, ja que els RFs
s’elaboren en centres molt diferents: en laboratoris farmacéutics que requereixen I'autoritzacio
per part de ’AEMPS o en Unitats de Radiofarmacia vinculades a centres que pertanyen al Sistema
Nacional de Salut.

Respecte a aquesta qliestid, el RD pel qual es regula el procediment d’autoritzacio, registre i
condicions de dispensacié dels medicaments d’us huma fabricats industrialment (RD 1345/2007)*
deixa clar en l'article 46 que: Els RFs tenen consideracié de medicament i com a tals estan
sotmesos a autoritzacid i registre per part de I’AEMPS. Pero cita a I'article 47 una excepcié al
requeriment d’autoritzacié pels RFs PET preparats en una Unitat de Radiofarmacia autoritzada
sota supervisid i control d’un facultatiu especialista en radiofarmacia sempre que: 1) Siguin
elaborats integrament i utilitzats sense anim de lucre en centres vinculats al Sistema Nacional de

Salut, i 2) Siguin substancies en fase d’investigacid clinica o siguin medicaments que I’AEMPS

i Medicament especial: sén aquells medicaments que requereixen un tractament especial a efectes de demostrar la
seva qualitat, seguretat i eficacia”. Es regulen pel RD 1015/200925. Altres exemples de medicaments especials a part

dels RFs sén: medicaments biologics, homeopatics, a base de plantes i els orfes.
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consideri que satisfan les garanties de qualitat, eficacia, identificacid i informacid, i s’elaborin en

instal-lacions adequades.

Per tant segons aquest RD en funcid d’on es fabriquin i la intencid d’us, pot ser que no requereixin
I'autoritzacié especifica de l'autoritat competent. Pero el que remarca és que, per tal que
satisfacin les garanties de qualitat, eficacia, identificacid i informacid, tots els RFs PET s’han de
fabricar seguint les NCF de medicaments tant sigui per ser comercialitzats, utilitzar-los com a
medicament en condicions especials, en el marc d’un assaig clinic o en un centre sense anim de

lucre.

Concretament en el cas dels RFs d’estudi "'C-PIB i ®*F-FMISO actualment s’estan utilitzant en
I'ambit de la investigacié clinica formant part de molts assajos clinics a nivell europeu.

Paral-lelament el ™

C-PIB també s’esta utilitzant per la via de I'Us compassiu o en condicions
especials i en el cas de *F-FMISO aquest any 2014 acaba de publicar-se la primera monografia per
aquest RF (Fluoromisonidazole (**F) injection, 01/2014:2459)°, fet que recolza la rellevancia en la

seva aplicacié clinica i facilita noves vies per poder utilitzar-lo en humans.

Per tant, entenent tot el marc legal que envolta els RFs PET, es remarca que independentment del
Centre/Unitat de Radiofarmacia que els fabriqui i la via d’utilitzacié a qué vagin destinats, la seva

fabricacié haura de satisfer les NCF%.
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4.4 Documentacio de qualitat
Tal com s’ha comentat en I'apartat anterior, els RFs han d’estar fabricats, com tot medicament, de

manera que ’AEMPS consideri que satisfan els requisits relatius a seguretat, qualitat i eficacia®.

4.4.1 Normes de Correcta Fabricacié
Una de les bases per assegurar els requisits anteriors i que les autoritats demanen als fabricants

de RFs, és que es fabriquin conforme amb els principis i directrius de les NCF?’.

Les NCF es defineixen com: la part de la garantia de la qualitat que assegura que els medicaments
son elaborats i controlats d’acord amb les normes de qualitat apropiades per a I'Us al que estan
destinats, i s’apliquen tant a la produccié com al control de qualitat. Les NCF s’estructuren en

dues parts:

- Requisits basics: conté la part | dedicada als principis per a la fabricacié de medicaments i

la part Il a les substancies actives utilitzades com a materials de partida. Ambdds tracten
capitols comuns com el sistema/garantia de qualitat, el control de qualitat, la produccid,
el personal, la documentacid i els locals i equips.

- Annexes especifics: que detallen de forma especifica determinades activitats. Entre els

quals cal destacar I'existéncia d’un annex especific de fabricacié de RFs (Annex 3)%,
I'annex de fabricacié de medicaments estérils (annex 1)* ja que la major part dels RFs PET
son medicaments injectables i per tant han de ser estérils, I'annex de fabricacié de

medicaments en investigacié (annex 13)*! i I'annex de validacié i qualificacié (Annex 15)*.

Un requisit inclds en I'annex 15°% de les NCF i que les autoritats sanitaries demanen als fabricants
de RFs per donar la seva autoritzacid, és que s’ha de tenir completada la validacié del procés de

fabricacié del RF i que els métodes analitics utilitzats han d’estar validats.

Centrant la validacié en el camp del control de qualitat, un metode analitic es considera validat
quan s’obtenen proves de qué el procés analitic utilitzat produeix en realitat el resultat previst. Es
important considerar que tant per a I'analisi com per a la fabricacié, s’han d’utilitzar instal-lacions
i equips qualificats, és a dir, que previament s’hagi comprovat que I'equip funciona correctament i

produeix realment el resultat previst.

Per procedir a la validacid dels metodes analitics cal tenir definit previament el procés de
fabricacid, els metodes analitics a utilitzar i els parametres de validacid. Existeixen diferents
normatives, guies i monografies, que ajuden en aquest pas previ. L'existencia d’aquestes

normatives facilita la validacié dels metodes analitics, pero en el cas dels RFs hi ha la dificultat
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afegida, ates que sdn guies enfocades als medicaments convencionals, que la major part de

normativa és complexa i dificil d’aplicar als RFs.

4.4.2 Farmacopees

Una Farmacopea és el compendi legal de qualitat de medicaments, codi de referéncia per tots els
ambits relacionats amb els medicaments. Existeixen diferents Farmacopees en funcid del pais,
concretament la legislacié espanyola en la Llei de garanties i Us racional de medicaments i
productes sanitaris (Llei 29/2006)%, cita que els medicaments han de complir amb els requisits
exigits per la Real Farmacopea Espanyola (Real Farmacopea Espaiiola, RFE)* o, en el seu defecte,
amb una Farmacopea de reconegut prestigi, com és la Farmacopea Europea (European
Pharmacopoeia, Ph. Eur.)*. Cal mencionar que la RFE conté de forma integra la Ph.Eur. a excepcié
de certes monografies nacionals i Ultimes actualitzacions de la Ph. Eur. En cas de ser necessari al
llarg del treball es consultara la Farmacopea Nord-Americana (United States Pharmacopeia,

usP)®.

Les farmacopees estan formades per monografies de principis actius i excipients, monografies
generals sobre grups de medicaments, monografies sobre formes farmaceutiques i monografies
generals necessaries per portar a terme les comprovacions analitiques preceptives descrites a les
monografies especifiques. Entre les monografies relacionades vigents de la RFE i Ph.Eur. cal

destacar d’interes per aquest treball:

- Monografia general de preparacions Radiofarmaceutiques
- Monografies de RFs

- Monografies sobre métodes analitics.

4.4.3 GuiesICH

Les guies ICH (International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use) estan desenvolupades per un organisme
internacional amb la finalitat d’harmonitzar els requisits técnics per al registre de productes
farmaceutics per a Us huma que reuneix les autoritats reguladores i la Industria Farmaceutica
d’Europa, Japd i els Estat Units per tal d’assegurar la seguretat, eficacia i qualitat dels

medicaments desenvolupats i registrats.

La seva aplicaci6 permet I'optimitzacié del procés de produccié (reduccié de costos), la
flexibilitzacié dels controls administratius demostrant que es manté i es garanteix la qualitat en

tot el cicle de vida del medicament.
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Les ICH estan formades per 4 grups de normatives: ICH de Qualitat (ICH Q, Quality Guidelines), ICH
de seguretat (ICH S, Safety Guidelines), ICH d’Eficacia (ICH E, Efficacy Guidelines) i ICH

Multidisciplinaries (ICH M, Multidisciplinary Guidelines).

En el desenvolupament de RFs, sén de gran utilitat les ICH Q per tal d’aplicar-les durant els
processos de validacié del procés de fabricacié i dels metodes analitics, i aixi com per assegurar
I'obtencié de medicaments segurs, eficagcos i de qualitat, tal com és requerit per I'autoritat
sanitaria. De les ICH Q a aplicar en el treball caldria destacar: les ICH Q d’estabilitat i les de

validacié de metodes analitics.

Les ICH son normatives completes amb directrius especifiques per tal de procedir a la validacié del
procés de fabricacié i dels metodes analitics. Pero tal com passa amb les NCF i amb les
farmacopees, moltes d’elles apliquen a medicaments convencionals i es fa dificil poder-les

traslladar als RFs.

4.5 Control de qualitat dels radiofarmacs

Als RFs se’ls aplica la monografia de la Ph. Eur. de preparacions radiofarmaceutiques
(radiopharmaceutical preparations) 01/2014:0125% tant si sén generadors de radionuclids, kits
per preparar RFs, precursor de radionuclids, com RFs PET. La monografia descriu de forma
general les caracteristiques principals, la produccié i els tests analitics que cal realitzar als RFs i
qguines monografies especifiques de cada test cal aplicar. A la Ph. Eur. també trobem monografies
de RFs determinats com la de la **F-FDG, on es descriuen els processos de fabricacié a seguir, les

possibles impureses, els controls de qualitat a realitzar i les especificacions per a cada test.

La majoria de RFs PET tenen pendent de validar la seva utilitat clinica, motiu pel qual no tenen cap
monografia especifica. Caldra llavors agafar com a guia la Ph. Eur. de preparacions
radiofarmaceutiques i adaptar-la per a cada RF, definint els tests analitics a validar i les seves

especificacions.

Segons la monografia de preparacions radiofarmacéutiques® els tests que s’han de portar a

terme pels RFs d’estudi son:

- Aspecte i particules: Determinacié de les caracteristiques de color, limpidesa i particules

visibles de la solucié final produida.

- Potencial d’hidrogenions (pH): Determinacié de la concentracié d’hidrogenions en el

producte final.
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Identificacid: confirmacié de la identificacid del producte final, que consisteix en
demostrar que el radiondclid que marca la molecula d’interés i la propia molecula
d’interes o principi actiu, concideixen amb la descripcié del producte.

Puresa radionucleidica: identificar I’energia del pic radioactiu i la semivida.

Puresa radioquimica: identificar i/o determinar el principi actiu marcat radioactivament i

les possibles impureses radioactives generades del procés de fabricacid.

Puresa Quimica: determinar la quantitat de principi actiu i impureses generades durant el

procés. El test inclou la determinacid de dissolvents residuals i de residus metal-lics.

Concentracié radioactiva: Determinacio de la radioactivitat del radionuclid per unitat de

volum.

Activitat especifica: Relacid entre la radioactivitat per unitat de massa del producte final.

Esterilitat: Test que permet demostrar que el producte final és lliure de microorganismes
viables.
Endotoxines: Test utilitzat per a determinar la preséncia de pirogens if/o endotoxines

provinents de les bactéries gram negatives.

Definides les especificacions i validats els métodes analitics, aquest s’apliquen en:

La validacié de procés, que inclou la produccié de lots consecutius del RF d’estudi per tal

de demostrar que el procés és eficacg i reproduible.

Els estudis d’estabilitat, que s’utilitzen per establir la caducitat del producte analitzant el

medicament al llarg del temps i observant els parametres analitics susceptibles de

variacié. També ens déna informacio del seu perfil d'impureses.

Dins el marc exposat, els RFs d’estudi es desenvoluparen en el laboratori farmaceutic CRC-Centre

d’Imatge Molecular considerant les NCF, les monografies pertinents de la Ph. Eur. i les directrius

de les ICH. Cal considerar que en el moment de validar el RF *®F-MISO, no existia la monografia

especifica per al "®F-FMISO (Fluoromisonidazole (**F) injection, 01/2014:2459)%, publicada a inicis

de I'any 2014, per tant, no sera aplicable al treball exposat en aquesta tesi.
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4.6 Procés de fabricacid

Per tal de definir les especificacions, validar els métodes analitics i portar-los a terme cal coneixer
profundament el procés de produccidé. A continuacid es descriu i s’adjunta un esquema general
del procés de fabricacid d’'un RF (figura 4) i s’expliquen per a cada RF d’estudi de forma més

detallada les seves etapes de produccid.

La sintesi d’un RF PET parteix d’un precursor (PR) o centre reactiu, generalment format per grups
protectors (GPs) i un grup sortint (GS), i un precursor radioactiu (PRad) que s’obté del bombardeig
del ciclotré. L’etapa inicial és la reaccié d’incorporacié on el PRad reacciona amb el PR unint-s’hi
covalentment i produint I'eliminacié del GS. D’aquesta reaccié s’obté el producte intermedi que
posteriorment se sotmet a una reaccié de desproteccié on s’eliminen els GPs per tal d’obtenir el
producte final o RF. Seguidament és necessaria una etapa de purificacié del producte final per tal
de separar-lo de les restes de PR i PRad que no han reaccionat, dels suproductes i els residus de
reaccié (GPs, GS, productes intermedis) i d’altres reactius o residus de reaccié®. Un cop s’obté el
RF purificat aquest s’ha de formular en la dissolucié corresponent, com sérum fisiologic (clorur
sodic 0,9 %) o aigua per a injectables, esterilitzar-lo utilitzant el metode idoni per les
caracteristiques del RF (filtracid esterilitzant, esterilitzacio terminal per autoclau). Un cop s’obté la
solucid final del RF esteril es dispensa en diferents vials i es procedeix al control de qualitat per tal

de poder donar I'apte i ser administrat als pacients.

Figura 4. Esquema general de les etapes del procés de fabricacié d’'un RF PET.

. G5 Grugp serind
O GFs: Grups profectors

‘ FRad. Praduraar radioailiv

[ Reaccio de de:prutectid-| Purificacio |

| Reaccio d'incarparacia
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4.6.1 Sinteside "'C-PIB

El procés de fabricacié del RF *'C-PIB seguit en el present treball consta de la reaccié de generacié
del PRad des del bombardeig fins a I'obtencié de la forma requerida de PRad (de **C-CO,a *'C-
CH;OTf). Posteriorment s’incorpora el PRad al PR de sintesi. No és necessaria la reaccié de

desproteccid, passant aixi a la reaccié de purificacid, formulacid esterilitzacié i dispensacio.
Etapes de la sintesi **C-PIB*":

- Generacié de *'C-CO,

- Generaci6 de "*C-CH,

- Generacié de Y'C-CH;OTf a partir de *'C-CH,
- Sintesi de "'C-PIB

- Purificacié de 'C-PIB

- Formulacié

- Esterilitzacid i dispensacié

4.6.1.1 Generaci6 de 'C-CO,
El Carboni-11 es genera mitjancant la reaccié nuclear [**N(p,a)''C] en un ciclotré model Cyclone
18/9 (IBA), bombardejant una mescla gasosa de N,/ 0,5 % O, durant 45 - 120 minuts amb una

intensitat en el blanc de 28 pA/h obtenint-se finalment I'espécie c.co,.

4.6.1.2 Generacié de 'C-CH,

Generat el gas 'C-CO, aquest és desplagat cap a una columna d’acer inoxidable plena de tamis
molecular” i Niquel situada al modul de sintesi (modul TracerLab FX C Pro de GEHC), on es
concentra el gas 'C-CO, a temperatura ambient. Seguidament, mitjancant una etapa de

calefaccio sota un flux constant d’hidrogen, el 1c.co, és reduit a *'C-CH,.

Finalitzat el procés de reduccié el *'C-CH, s’allibera cap a la trampa de meta empaquetada amb
Carbosphere 60/80, absorbent, que es troba refrigerada a temperatura de -100 °C. D’aquesta

manera es concentra el *'C-CH, per a I'etapa posterior.

4.6.1.3 Generaci6 de "'C-CH;OTf a partir de 'C-CH,
Un cop concentrada tota la radioactivitat en forma de *'C-CH, a la trampa de meta, s’escalfa la

trampa a 1002C per tal d’alliberar el gas.

iv ., . . . P . N 4
El tamis molecular és un material format per micropors que s’utilitza per adsorbir les molecules que passen a través
. . 11
del seu interior, en aquest cas el gas “~"C-CO,.
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El **C-CH, alliberat passa a través d’'un forn de iode que es troba escalfat a 1009C, el 1C.CH,
arrossega certa quantitat de iode sublimat (iode gas) cap al forn de reaccié que es troba a 725°C.
Aqui és on té lloc la reaccié en fase gasosa entre el *C-CH, i el iode, formant-se el iodur de metil
(*'C-CHsl). Posteriorment el *C-CHsl es concentra i purifica en una columna empaquetada de
Poropack a temperatura ambient.

A continuacio, es procedeix a escalfar la columna de iodur de metil fins 2202C amb la finalitat
d’alliberar el *'C-CHsl, que mitjancant un flux d’Heli es concentra a una columna empaquetada
amb triflat de plata (TfOAg) préviament escalfada a 2002C. D’aquesta manera el C-CH;l es va

transformant en triflat de metil (**C-CH;OTf) i és conduit al reactor per a la sintesi de **C-PIB.

4.6.1.4 Sinteside ''C-PIB

En el reactor de sintesi hi ha pre-carregada una dissolucié de 1 mg de precursor de 'C-PIB (PR-PIB
0 6-OH-BTA-0) en 500 pL d’acetona seca. A mesura que va arribant el MC.CH;0Tf es fa
bombollejar amb flux d’Heli. Un cop atrapada tota I'activitat de *C-CH;OTf es deixa reaccionar 1
minut a temperatura ambient per formar *'C-PIB. Finalitzat el procés es transfereix al sistema de
purificacié.

Figura 5. Sintesi de 1 opIB: reaccié d’incorporacié entre el triflat de metil, 1C.CH;OTS, i el

precursor de sintesi, PR-PIB o 6-OH-BTA-0, formant-se el producte final **C-PIB.

HO. "~ -8 == NC.CH,OTF HO 5 Dem,
| “H := T " '\ |
= T Temperatura ambient e ¥ H
PR-PIB(G-OH-BTA-O) 11C.PIR

4.6.1.5 Purificacié de 'C-PIB

La purificacié es porta a terme mitjancant Cromatografia Liquida d’Alta Resolucié (HPLC, High
Performance Liquid Chromatography) semi-preparativa. Condicions: fase estacionaria columna C-
18, fase mobil mescla: 55 % formiat amonic (pH 5) / 45 % acetonitril, flux de 8 mL/min, detector
Ultravioleta (UV, a 254 nm). Essent el temps de retencié (TR) de *'C-PIB aproximadament entre 4-

6 miniel TR del PR aproximadament entre 2 -4 min.

4.6.1.6 Formulacio
La fraccié d’interés col-lectada s‘addiciona sobre 20 mL de sérum fisiologic. Aquesta mescla es fa
passar per un sep-pack de C-18 que reté, concentra el compost i elimina la fase mobil.

Posteriorment es renta amb 7 mL d’aigua per a injectables, i mitjangant una contra elucié amb 1,5
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mL d’etanol absolut s’extreu el compost cap al vial final que conté 5 mL de serum fisiologic.
Finalment s‘addicionen 8,5 mL de serum fisiologic a la dissolucié final per obtenir una solucié

salina al 10 % d’etanol (bulk no esteéril) de volum final 15 mL.

4.6.1.7 Esterilitzacid i dispensacio
El bulk no estéril de *'C-PIB es condueix a una cel-la de flux laminar de classe A on es procedeix a
la filtracid esterilitzant utilitzant dos filtres de 0,22 um situats en serie (doble filtracid esterilitzant)

i consequent fraccionament, dispensant els vials necessaris per control de qualitat, mostra i dosis.

4.6.2 Sintesi de ‘*F-FMISO
El procés de fabricacié del RF *®F-FMISO utilitzat en la tesi consta de la reaccié de generacid i

concentracié del PRad (d'id Fluorur) a partir del bombardeig del ciclotré. Posteriorment
s’incorpora el PRad al PR de sintesi i seguidament es realitza la reaccié de desproteccio, que al
tractar-se d’una reaccié acida, requereix d’'una etapa de neutralitzacié. Tot seguit la dissolucid

final es purifica, es formula, s’esterilitza i es dispensa.
Etapes de la sintesi **F-FMISO?®:

- Generacié i concentracié d’i6 Fluorur (**F)
- Sintesi de "®*F-FMISO

- Purificacié

- Formulacié

- Esterilitzacid i dispensacid

4.6.2.1 Generaci6 i concentraci6 d’ié Fluorur (**F)
El FlGior-18 es genera mitjancant la reaccié nuclear [**0(p,n)*®F] en un ciclotré model Cyclone 18/9
(IBA), bombardejant aigua enriquida amb Oxigen-18, amb una intensitat depenent de la mida del

blanc que s’utilitzi, blanc LV: 35 pA/h 20-60 min o blanc XXL: 80 uA/h 10-30 min.

Posteriorment I'ié fluorur generat és desplacat al modul de sintesi cap a un cartutx d’intercanvi
anionic (sep-Pack de metil amoni quaternari, quaternary methyl ammonium, QMA). Aquest
cartutx, a causa de la seva carrega cationica, reté I'i6 fluorur i elimina I'aigua enriquida residual
del bombardeig. Posteriorment s’hi afegeix una mescla de carbonat potassic i criptand 222"
dissolts en aigua / acetonitril, el carbonat desplacga I'ié fluorur i aquest elueix cap al reactor de

sintesi. A continuacio cal eliminar tota traca d’aigua ja que interfereix en la seglient etapa, la

¥ El criptand 222 és un agent de transferéncia de fases, ajuda a solvatar I'anié ¢ _Fluorur al passar de fase aquosa a fase
organica d’acetonitril.
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reaccié de fluoracid, per tant es procedeix a diverses etapes d’assecat on s’aplica temperatura
(100 - 1209C) i es va alternant flux d’Heli, buit i addicié d’acetonitril anhidre que substitueix I’aigua

(destil-lacié azeotropica).

4.6.2.2 Sintesi de **F-FMISO

En el reactor de sintesi tipus Peltier que conté la mescla de ®F i criptand 222 en acetonitril,
s’addiciona la solucié de PR per al seu marcatge formada per 5 mg de PR-FMISO o NITTP dissolt en
acetonitril anhidre. A continuacié es porta a terme la reaccid de fluoracid, reaccié de tipus
nucleofilica”, on I'ié fluorur desplaca el grup Tosilat™ (OTs, Grup sortint) del PR-FMISO en

preséncia de I'agent de transferencia de fases (criptand 222) a les condicions de 10 min a 95°C.

Un cop marcat el producte es procedeix a la desproteccid eliminant els grups protectors amb

viii

estructura de Tetrahidropira (THP"™) mitjancant una reaccié d’hidrolisi acida a 1002C durant 5

min, addicionant acid clorhidric 1N.
Posteriorment la mescla final es refreda a 502C i es neutralitza amb hidroxid sodic 2M.

Figura 6. Sintesi de "®F-FMISO: etapa de reaccié de fluoracié o d’incorporacié, el nucleofil *F-
Fluorur desplaca el grup tosilat (OTs), la posterior hidrolisi acida o reaccié de desproteccié elimina

els grups protectors THP i es neutralitza amb hidroxid sodic.

% w0,
- 1. Criptand 222/Acetonitril/1F- A 2
N7 N” 0TS . N7 N/\]/\1 =
\ I 2. HCI -

OTHP 3. NaOH = OH
PR-FMISO (NITTP} S

4.6.2.3 Purificacié
La purificacié es porta a terme mitjangant HPLC semi-preparativa. Condicions: Fase estacionaria
columna C-18; fase mobil mescla: 97,5 % aigua per injectables / 2,5 % etanol absolut, flux de 5

mL/min, detector UV (327 nm). Essent el TR de “®F-FMISO aproximadament entre 18 - 22 min.

¥ Una reaccié nucleofilica és una reaccié d’addicié on un grup sortint (OTs) és desplagat per un grup nucleofil (18F-
Fluorur) formant-se un enllag covalent.
vii . . . . s . .

El grup tosilat és un excel-lent grup sortint per reaccions nucleofiliques i la seva estructura és p-toluensulfonat (p-
CH3CgH,SO03 ). El BE_Fluorur desplaca el grup durant la fluoracié i queda marcada la molécula.
Y"El grup THP és un grup protector amb estructura de tetrahidropira que s’elimina en medi acid. S utilitza per protegir
certes parts de la molecula de PR-FMISO que no interessa que es marquin amb fllor-18 evitant la formacié de
subproductes no desitjats.
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4.6.2.4 Formulacio
La fraccié d’interes es col-lecta sobre una dissolucié d’igual composicié que la fase mobil fins a un

volum final de 15 mL (bulk no esteril).

4.6.2.5 Esterilitzacid i dispensacio

El bulk no estéril de ®F-FMISO es condueix a una cel-la de flux laminar de classe A on es procedeix
a la filtracid esterilitzant utilitzant dos filtres de 0,22 um situats en serie (doble filtracio
esterilitzant) i conseqlient fraccionament, dispensant els vials necessaris per control de qualitat,

mostra i dosis.
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5 Part experimental: metodologia i resultats

En el desenvolupament de la part experimental d’aquesta tesi es realitza una revisié de la
normativa i guies vigents que envolten els RFs per tal de definir la metodologia a seguir i establir
les especificacions, validar els metodes analitics dels RFs d’estudi, i posteriorment realitzar els
pertinents estudis d’estabilitat i validacid de procés. En cada apartat s’estableix el métode i els

resultats obtinguts a I’estudi.

5.1 Validacié dels métodes analitics i definicié de les especificacions

En el moment del desenvolupament dels RFs PET d’estudi, 1copIB i ®F-FMISO, no existia cap
registre comercial ni cap monografia a la Ph. Eur. especifica perque eren RFs poc utilitzats ja que
encara estava per validar la seva utilitat a la practica clinica, per tant en el treball s’han portat a

terme considerant-los com a nous productes.

Revisant les guies i la normativa referents a la definicid d’especificacions per a nous productes,
ICH Q6 A “Specifications: test procedures and acceptance Criteria for new drug products: Chemical

substances”* i ICH Q3 A (R2) “Impurities in new drug products”*

, S’observa que son molt generals
o bé no apliquen als RFs PET. Aixi que, tal com s’ha comentat en |'apartat 4.5 Control de qualitat
dels RFs, es fa necessari recdrrer a la normativa particular de RFs: monografia Ph. Eur. especifica
de RFs: monografia de preparacions radiofarmaceutiques (radiopharmaceutical preparations
01/2014:0125%), monografies de la Ph. Eur. especifiques de RFs com la monografia de la “F-
FDG*" on es descriuen els processos de fabricacié a seguir, les possibles impureses, els controls de
qualitat a realitzar i les especificacions per a cada test”, aquestes es poden usar com a models a

seguir, i una altra guia atil a I’hora de definir les especificacions i els test analitics per a cada RF és

la guia de bones practiques radiofarmacéuticques*.

36,42

Per tant, agafant les citades normatives i guies que apliquen els RFs™", es defineix que els tests

que s’han de portar a terme pels RFs d’estudi i que pels quals s’han de definir especificacions sén:

- Aspecte i particules
_ pH

- ldentificacio

ix Aquest darrer any 2014 s’ha publicat per primera vegada la monografia del RF d’estudi B EMISO®®, aquest fet explica
el motiu pel qual es procedeix a la validacié del RF FMISO amb uns métodes analitics i especificacions diferents que els
que descriu la Ph.Eur. La metodologia que s’utilitzara i els seus resultats serveixen igualment de guia pel
desenvolupament de qualsevol RF PET i tenen validesa en I'actualitat.
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- Puresa radionucleidica

- Puresa radioquimica

- Puresa quimica

- Concentracio radioactiva
- Activitat especifica

- Esterilitat

- Endotoxines

Els metodes analitics utilitzats per a la seva determinacid, tal com cita el capitol 6 de les NCF*,

han de ser validats, és a dir, demostrar que donen el resultat previst** segons la normativa ICH.

A continuacié s’adjunta la validacié de cada metode analitic i la definicid de les especificacions
pertinents. Cal mencionar que aquells métodes que per les seves caracteristiques (senzillesa
metodologica, tests que la seva metodologia es considera validada al seguir una monografia

oficial) s"agrupen i es descriuen conjuntament en 'apartat 5.1.7 Métodes analitics validats.
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5.1.1 Puresa quimica

5.1.1.1 Introduccié

La puresa quimica (PQ) és el test que permet identificar i quantificar les substancies no
radioactives i relacionades presents a la mostra (com restes de materials de partida, de reactius
utilitzats, de productes intermedis,...)°. Per a la seva determinacié habitualment s’utilitzen

sistemes cromatografics com:

- HPLC

- Cromatografia de capa fina (TLC, Thin Layer Chromatography)
Agafant com a referéncia les monografies de RFs PET marcats amb C-11 i F-18 publicades a la
Ph.Eur.”*° fins el 2013, es pot estandarditzar que les especificacions a tenir en compte pels RFs
PET pel que fa a PQ soén la quantificacié del principi actiu i la determinacié de les impureses en el
producte final. A continuacié és detallen una série d’aspectes a tenir en compte per a cada

determinacio.

- Determinacié de la quantitat de principi actiu que hi ha al producte final: els RFs PET

d’estudi sén medicaments d’Us diagnostic que s'utilitzen en dosi traga’, per tant no tenen
efecte farmacologic. L'objectiu de la quantificacié del principi actiu és assegurar
I’'administracié d’aquesta dosi traca. El valor de quantitat de principi actiu també s’utilitza
per a la determinacio de I'activitat especifica (veure apartat 5.1.3).

També cal tenir en compte que al treballar amb quantitats de I'ordre de micrograms calen
equips d’alta sensibilitat (HPLC, TLC) i a causa de la curta semivida del C-11 i del F-18, 20,4
min i 110 min respectivament, calen metodes analitics que en poc temps permetin
determinar la PQ del producte final. Aixo fa que sigui de gran importancia obtenir una
bona validacié d’aquests métodes analitics, per tal de demostrar que els metodes analitics

en el poc temps definit d’analisi permeten obtenir un resultat precis i exacte.

- Determinacié de la quantitat d’impureses o substancies relacionades derivades de la

sintesi del RF: a diferéncia dels medicaments convencionals, en el cas dels RFs PET el
principi actiu (*'C-PIB, ®F-FMISO) se sintetitza in situ durant la fabricacié. El procés de
fabricacié introdueix una serie d’etapes de purificacid que eliminen les possibles
impureses que puguin generar-se en el procés (HPLC, cartutxos de purificacid), pero no es
tracta d’una purificacié totalment excloent. Per tant cal conéixer el procés i definir el

perfil d’impureses que pot tenir cada RF. Generalment com a impureses es determinen:
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= El PR de lasintesi
= Les impureses derivades de la reaccid (subproductes, impureses residuals...)
= Les impureses radioactives, aquestes es determinen a la puresa radioquimica (PRQ)
(veure apartat 5.1.2).
Durant la fase inicial d’investigacié i desenvolupament del procés de sintesi de cada RF d’estudi
s’ha definit per a cadascun d’ells: els components, les possibles impureses a determinar, les

especificacions, i els metodes analitics a validar.

Components, impureses i especificacions

A les taules annexades a continuacid (Taula 1-3) es detallen per a cada RF d’estudi: els principis

actius, les possibles impureses a determinar i les especificacions definides per a cada RF d’estudi.

Taula 1. Puresa quimica del *'C-PIB: principi actiu, possibles impureses i especificacions, per a

cada component s’adjunten les figures corresponents (figura 7-8).

Principi actiu Impureses Especificacié
Precursor de PIB: Puresa quimica, HPLC:
11 51 52 37%
C-PIB o0 6-OH-BTA-1 PR-PIB o0 6-OH-BTA-0 -PIB<1,3 pg/mL
BO. 5 e, *Si > 1,3 pg/mL, limitar el volum
.\“
\ HO., = .8 de ladosia<13 ugPIB
| | = —NH
H - La suma de totes les arees que

5 Figura 7.CA index name: Figura 8.CA index name: ha d
C) 6-Benzothiazolol, 6-Benzothiazolol, 2-4-(aminophenyl)- no corresponen a PIB ha de ser
™| 244l ¢-12]Methylamino)pheny]- inferior al 10 % de [larea

corresponent a 1,3 pg/mL de
PIB>**
**Si > 10 %, limitar el volum de la

dosi a £1,3 ug suma impureses
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Taula 2. Puresa quimica ®F-FMISO per HPLC: principi actiu, possibles impureses i especificacions,

per a cada component s’adjunten les figures corresponents (figura 9-11).

Principi actiu

Impureses

Especificacio

BE_FMISO

BE_EMISO™®

Ho:

Figura 9.CA index name: 1H-

Imidazole-1-ethanol, a-

(fluoromethyl)-2-nitro-

Precursor de FMISO:
PR-FMISO o NITTP**

L

A,
e S S

W™ N T OTs
= oTHP

Figura 10. CA index name: 1H-
imidazole-1-propanol, 2nitro- -
[tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi]-,4-
metilbenzenosulfonato(

ester)-

Puresa quimica, HPLC:
- FMISO < 1,5 pg/mL**
*Si > 1,5 pg/mlL, limitar el volum

de la dosia £ 15 pug FMISO

- La suma de totes les arees que
no corresponen a FMISO ha de

ser <3,5 ug/mL38 (concentracio

Subproducte FMISO:
IMP-FMISO™ o

Desmetilmisonidazol

MO,

o,

NN oM
' OH

Figura 11 CA index name: 1,2-

Propanediol, 3-(2-nitro-1H-imidazol-1-

yl)-

calculada a partir del patré IMP-
FMISO)**

**Si > 3,5 ug/mL, limitar el volum
de la dosi a £ 35 pg suma

d’impureses.

Taula 3. Puresa quimica ®F-FMISO per TLC: possibles impureses i especificacié, per a cada

component s’adjunten les figures corresponents (figura 12).

Principi actiu

Impureses

Especificacio

BE_FMISO

No es determina

Agent de transferencia

de fases:

Criptand 222°°

Figura 12. CA index name:
4,7,13,16,21,24-Hexaoxa-1,10-

diazabicyclo[8.8.8]hexacosane

Puresa quimica, TLC:

- Criptand < 50 pug/mL*®
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Metode analitic a validar

HPLC

La cromatografia per HPLC és una tecnica analitica que separa els components d'una mescla
basant-se en diferents tipus d'interaccions quimiques entre les substancies a analitzar i la

columna cromatografica permetent identificar i quantificar els analits de la mostra.

Mitjancant el bombeig de fase mobil (fase liquida) a alta pressio es fa passar la mostra en petites
guantitats per una columna cromatografica que conté la fase estacionaria (fase solida). Com a
resultat els seus components a mesura que avancen per la columna es retarden diferencialment
depenent de les interaccions quimiques o fisiques amb la fase estacionaria. El grau de retencio
dels components de la mostra depén de la seva naturalesa, composicié de la fase estacionaria i de
la fase mobil. Al final de la columna se situa un detector que permet obtenir un cromatograma de

la mostra (veure figura 13).

Del cromatograma s’obtenen diferents parametres, entre els quals els que s’utilitzen per obtenir

els resultats de la mostra sén (veure figura 14):

- El temps de retencid: és el temps que tarda un analit a ser eluit de la columnai és

caracteristic de I'analit en una determinada fase mobil i fase estacionaria. Per tant és un
parametre qualitatiu que permet identificar I'analit en comparacié amb un patro

estandard analitzat a les mateixes condicions cromatografiques.

- L’area de la mostra: és un parametre quantitatiu, que amb la validacié del métode analitic

permet demostrar que existeix una relacio lineal entre I'area del pic i la concentracié del
corresponent analit. Préviament havent analitzat un estandard de I’analit de concentracié

coneguda es pot determinar la quantitat d’aquest analit a la mostra.

Figura 13. Components d’'un equip de HPLC: Fase mobil, fase estacionaria a l'interior d’una

columna cromatografica i detectors.

Fass minbkil

Fase pvtaciondsia

Detector

-46-


http://ca.wikipedia.org/w/index.php?title=Fase_m%C3%B2bil&action=edit&redlink=1
http://ca.wikipedia.org/w/index.php?title=Fase_estacion%C3%A0ria&action=edit&redlink=1

5. Part experimental: metodologia i resultats

Figura 14. Cromatograma obtingut d’un dels patrons usats per a la validacid de la puresa quimica
del RF ®F-FMISO (patré SF5 que conté 5 pug/mL de: patré FMISO, precursor FMISO i subproducte
FMISO o desmetilmisonidazol), on R/T és el temps de retencid (parametre qualitatiu), Area és
I’area de la mostra (parametre quantitatiu), PREC és el patré de precursor de FMISO, FMISO és el

patré de FMISO i IMP-FMISO és el patré de suproducte de FMISO o desmetilmisonidazol.

il

Substanos

%/T|Type

ﬁ:--. LAras

min

L]

[ 7]

ay=

Els parametres i les condicions analitiques per a cada RF s’expressen a la taula corresponent dins

I'apartat de metodologia PQ per HPLC.

TL.C

La TLC és una técnica cromatografica de separacié on la fase estacionaria es troba fixada formant
una lamina o capa fina sobre un suport inert (placa de vidre, metall o plastic). La solucié d’analit
es diposita a la placa. La separacid es basa en la diferent difusid dels analits en un dissolvent o
barreja de dissolvents (fase mobil) per la capa fina a causa dels mecanismes d’adsorcio, particid,

intercanvi-ionic o combinacions d’ells.

Concretament el test d’estudi es basa en la reaccié colorimeétrica entre el iodeplatinat i el criptand
objecte d’estudi. Es tracta d’un test on es compara visualment la intensitat de la taca resultant de
I'inocul d’una solucié patré de criptand preparada a la concentracié limit (50 pg/mL) amb la
intensitat de la taca resultant de I'inocul de la mostra en la capa fina. Préviament a cada inocul es
diposita el reactiu iodeplatinat potassic. Per tal que se superi el test la intensitat del color de la

taca de la solucié de mostra ha de ser d’intensitat menor que la del patro.

El métode analitic per TLC per a la determinacié de criptand es detalla a la taula corresponent dins

I'apartat de metodologia PQ per TLC.

-47-


http://ca.wikipedia.org/wiki/Cromatografia

5. Part experimental: metodologia i resultats

Validacié dels métodes analitics

En I'etapa de desenvolupament de cada RF s’han definit les impureses, les especificacions i els
meétodes analitics amb els seus parametres. Per tal de poder-los utilitzar en la rutina, cal procedir
a la validacié dels métodes analitics i aixi demostrar que sdn adequats per al seu Us. Per a la
validacié tal com cita el capitol 6 de les NCF* se segueix la guia sobre Validacié de meétodes
analitics (CPMP/ICH/381/95)*’ adoptada per I'European Medicines Agency (EMA). Aquesta guia

defineix diferents parametres a validar en funcid del tipus de métode analitic (Figura 15).

Figura 15. Figura adjuntada a la guia sobre Validacié de métodes analitics ICH Q2 (R1)*’, on segons
el tipus de metode analitic (type of analytical procedure): identificacid (identification), estudi
d’'impureses (testing for impurities), assaig de dissolucid i/o contingut/poténcia (assay of
dissolution or/and content/potency); la taula indica els parametres a validar: exactitud (accuracy),
precisid fent la repetibilitat i la precisid intermitja (precision as repeatibility and intermediate
precision), selectivitat o especificitat (specificity), limit de deteccid (detection limit), limit de
quantificacid (quantitation limit), linealitat/rang (lineality, range). Indicacions a la figura: (-)
parametre que normalment no s’avalua, (+) parametre que normalment s’avalua, (1) en cas que
es determini la reproductibilitat la precisié intermitja no és necessaria, (2) si un métode analitic no
demostra selectivitat aquest parametre es pot complementar mitjangant un altre metode analitic,

(3) necessari en determinats casos.

Type of snalyticsl IDENTIFICATION TESTING FOR : ASSAY

proceduse IMPURITIES "
dhasolution
{measurement cnly )

conlenl polency
charactemsiics quamttal lieme
Aroursry
Precrion

Hepeatabely : - : +
leterm Precisson - =11 - +{1}

Specabicity (2)
Divtecizon Limi - Kl #
Chisantitation Lo
Lmeanty

Range . - . %

Seguint la guia, en el cas del test de PQ, tenim dos tipus de control:

- Determinacio de PQ per HPLC: que es tracta d’un test utilitzat per identificar el producte
final (veure apartat 5.1.7.6) i per quantificar el PR, el principi actiu i les impureses
definides. Per tant es considera un test d’ identificacid (identification test) i un test

quantitatiu per a la determinacid del contingut d’impureses (quantitative test for
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impurities’ content). Aixi que segons indicacions de la guia per aquest tipus de test cal
validar els seglients parametres: selectivitat, linealitat/rang, limit de deteccié (LD), limit
de quantificacié (LQ), precisio i exactitud.

Determinacié de PQ per TLC: test que només aplica al RF ®*F-FMISO. Es un test utilitzat
per determinar que la mostra final té una quantitat no superior a 50 pg/mL de criptand,
per tant es tracta d’'un test limit pel control d’impureses (Limit test for the control of
impurities) pel qual segons la guia només aplicara la validacié dels seglients parametres:

selectivitat i LD.

Parametres de validacio

Selectivitat

Es la capacitat que té el métode analitic de determinar I'analit en preséncia d’altres
compostos que poden estar presents de forma habitual a la matriu de la mostra a
analitzar i per tant interferir en I'analisi. Aquests compostos son derivats de la sintesi com:
PRs (PR-PIB, PR-FMISO), estabilitzants (etanol), diluent (serum fisiologic)... o del propi
métode analitic: fase mobil.

Aquest parametre cal validar-lo tant per a la determinacié de PQ per HPLC com per TLC.
Linealitat/rang

La linealitat és la capacitat que té el métode analitic, dins un rang, d’obtenir un resultat
directament proporcional a la concentracié de I’analit a la mostra.

El rang és l'interval entre el maxim i el minim de concentracié on el metode analitic és
proporcional a la concentracid.

Aquest parametre només cal validar-lo per a la determinacié de PQ per HPLC, ja que
permet la quantificacié d’analits. Cal estudiar el rang i la linealitat per als compostos a
quantificar, que en el cas d’estudi sén: els principis actius (PIB, FMISO), els PRs (PR-PIB,
PR-FMISO) i impureses (IMP-FMISO).

Limit de deteccid

El LD és la minima quantitat d’un analit que es pot detectar utilitzant un meétode analitic.
Aquest parametre és necessari validar-lo tant per a la determinacié de PQ per HPLC com
per TLCi es realitza per a cada analit d’estudi (principis actius, PRs i impureses).

Limit de quantificacid

El LQ és la minima quantitat d’'un analit que es pot quantificar amb exactitud i precisio

utilitzant un métode analitic. A diferéncia del LD, només es valida per a la determinacié de
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PQ per HPLC al ser un parametre quantitatiu, i es realitza per a cada analit d’estudi
(principis actius, PRs i impureses).

Exactitud

L’exactitud és el grau de concordanca entre el valor que s’obté del metode analitic i el
valor verdader de cada analit.

Parametre a validar només per a la determinacié de PQ per HPLC.

Precisié

La precisid és el grau de concordancga entre una série de resultats obtinguts considerant la
variacio lligada a la propia mostra i la relacionada amb les condicions d’analisi.

Es a dir, la precisié engloba tant la repetibilitat, que estudia el grau de concordanca entre
repetits analisis d’'una mateixa mostra en les mateixes condicions d’operacid, com la
precisid intermitja que estudia la variabilitat de resultats variant les condicions d’operacio
per a cada analit.

Aguest parametre només es valida per a la determinacié de PQ per HPLC.

Cal mencionar que una vegada validats els parametres, qualsevol canvi en el procés de fabricacio

(sintesi, composicié del producte final) i en els métodes analitics, s’haura de valorar I'impacte i

revalidar els parametres pertinents.

Taula 4. Taula dels parametres a validar per a cada metode analitic de puresa quimica segons la

guia Validacié de metodes analitics ICH Q2 (R1)*’. Amb NA s’indiquen els parametres que no cal

determinar o que no apliquen i amb una X s’indica el parametre necessari a validar, en cas que el

parametre s’hagi de determinar per a diferents compostos s’indica amb les abreviatures de cada

compost.
1c-PIB: PQ HPLC ®F-FMISO: PQ HPLC  **F-FMISO: PQ TLC

Selectivitat X X X

Linealitat/rang PIB, PR-PIB FMISO, PR-FMISO, NA
IMP-FMISO

Limit de deteccié PIB, PR-PIB FMISO, PR-FMISO, Criptand
IMP-FMISO

Limit de PIB, PR-PIB FMISO, PR-FMISO, NA

quantificacio IMP-FMISO

Exactitud i PIB, PR-PIB FMISO, PR-FMISO, NA

precisié IMP-FMISO
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5.1.1.2 Hipotesi
Els metodes analitics desenvolupats per determinar la PQ per als RFs d’estudi sén validables per a

la determinacié de la PQ seguint la guia de Validacié de métodes analitics ICH Q2 (R1)’.

5.1.1.3 Objectius

Validar els metodes analitics per determinar la PQ pels dos RF d’estudi, definint:

- YC-PIB i ®F-FMISO: PQ per HPLC
= Selectivitat
- Demostrar que cada méetode analitic és capac de separar el principi actiu
de les seves impureses habituals de sintesi i que el dissolvent utilitzat
(fase mobil) no constitueix una interferencia.
= Linealitat
- Determinar l'interval en el qual cada metode analitic és proporcional a la
concentracid d’analit.
= Limit de deteccid
- Determinar la minima quantitat d’analit que es pot detectar per a cada
meétode analitic.
= Limit de quantificacio
- Determinar la minima quantitat d’analit que es pot quantificar per a cada
meétode analitic.
=  Exactitud
- Estudiar el grau de concordanca entre el valor que s’obté del metode
analitic i el valor verdader.
= Precisié
- Estudiar la variabilitat associada a repetides injeccions d’una mateixa
mostra (repetibilitat) i a les condicions d’analisi (precisié intermitja) de
cada métode analitic.
- BF-FMISO: PQ per TLC
= Selectivitat
- Demostrar que el metode és capag¢ de separar el catalitzador criptand
dels altres components de la mostra.
= Limit de deteccid
- Estudiar la minima quantitat detectable de criptand usant el metode

analitic.
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5.1.1.4 Metodologia

Puresa Quimica per HPLC

- Maetode analitic

Taula 5. Puresa quimica per HPLC: taula on s’indiquen les condicions i parametres dels métodes

analitics a validar per procedir a la determinacio de la puresa quimica per HPLC dels RFs d’estudi.

Puresa quimica per HPLC

Yc-piB *F-FMISO
HPLC Agilent Serie 1100 Agilent Serie 1100
Columna Mediterranean Sea 18, Mediterranean Sea 18,
cromatografica Tecnokroma (15 x 0,46 cm, 5 um)  Tecnokroma (15 x 0,46 cm, 5 um)
Fase mobil (FM) Gradient fix: Amb gradient:
55 % FMA / 45 % FMB FMA: Aigua purificada
FMA: 0,315 % formiat amonic FMB: Acetonitril qualitat HPLC.
qualitat HPLC en aigua purificada Temps FMA FMB
ajustat a pH 5 amb acid formic 0- 4 min 80 % 20%
qualitat HPLC . 4-6,5 min 5% 95 9
FMB: Acetonitril qualitat HPLC.
6,5-7 min 5% 95 %
7-8 min 80 % 20%
Flux fase mobil 3 mL/min 1 mL/min
Detector UV Agilent Model 1100 UV Agilent Model 1100
Ultravioleta (UV) Longitud d’ona 350 nm Longitud d’ona 327 nm
Patrons:
Principi actiu PIB* FMISO>?
Precursor PR-PIB 0 6-OH-BTA-0" PR-FMISO o NITTP**
Impureses No aplica IMP-FMISO>°
- Patrons:

Es preparen les dilucions segons taules adjuntes (taula 6 i taula 7).
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Taula 6. Puresa quimica per HPLC: dissolucions patro per a la validacié del metode analitic del RF
11
C-PIB.

Patrons puresa quimica per HPLC

Blanc de PIB (BP) 100 % fase mobil.

Patré PIB (P1) 1,5 mg patré PIB enrasar a 10 mL amb fase mobil.

Concentracié: 150 ug PIB/mL.

Patré PR-PIB (P2) 1,0 mg patré PR-PIB enrasar a 10 mL de BP.
Concentracié: 100 pug PR-PIB/mL.

“c.piB

Patré PIB + PR-PIB (P3) 86 UL P1, 13 pL P2 enrasar a 10 mL de BP.
Concentracié: 1,3 pg PIB/mLi 0,13 pg PR-PIB/mL.

Patré Etanol (PE) 100 pL d’etanol enrasar fins 10 mL amb BP.
Dissolucié Serum fisiologic (SF) Serum fisiologic o clorur sodic 0,9 %.
PIB Mostra problema (PMP) Dissolucid injectable de *'C-PIB.

Taula 7. Puresa quimica per HPLC: dissolucions patrd per a la validacié del metode analitic del RF
18
F-FMISO.

Patrons puresa quimica per HPLC

Blanc de FMISO (BF) Dissolucié al 20 % d’acetonitril en aigua (fase mobil

gradient temps 0).

Patré de PR-FMISO (F1) 5 mg patré PR-FMISO en 10 mL d’acetonitril.
Concentracié: 500 ug PR-FMISO/mL.

Patr6 mare de FMISO + PR- 1 mg FMISO, 1 mg IMP-FMISO en 2 mL F1 enrasar
FMISO + IMP-FMISO (F2) fins 10 mL amb BF.
Concentracié: 100 pg FMISO/mL, 100 pg PR-
FMISO/mL, 100 pg IMP-FMISO/mL.

Patré6 de FMISO + PR-FMISO + 1 mL F2 enrasar fins 10 mL amb BF. D’aquesta

BE_FMISO

IMP-FMISO (F3) dissolucid pipetejar 1 mL i enrasar a 10 mL amb BF.
Concentracié: 1 ug FMISO/mL, 1 ug PR-FMISO/mL,
1 ug IMP-FMISO/mL.

Patré etanol (FE) 100 pL d’etanol enrasar fins 10 mL amb BF.

Patrd criptand (FC) 15 mg criptand enrasar fins 10 mL amb BF.

Concentracié: 1,5 mg criptand/mL.

FMISO mostra problema (FMP)  Dissolucid injectable de *F-FMISO.
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- Selectivitat
= Per a cada metode analitic es realitza una sola injeccid de les seglients
dissolucions:

- Meétode MC-PIB: dissolucid BP, dissolucié P3, dissolucié SF, dissolucié PE.

- Meétode ®F-FMISO: dissolucié BF, dissolucié F3, dissolucid FE, dissolucié
FC.

= Criteri d’acceptacio:

- Es comprova que no existeixen analits que elueixen amb el mateix TR ni
que la fase mobil (BP, BF) ni la matriu (etanol, serum fisiologic)
corresponent a cada RF, interfereixen en la determinacié dels compostos
estudiats.

- Linealitat
= Pertal d’estudiar la linealitat del metode en la quantificacid de:

- PIB i PR-PIB, es preparen les seglients solucions (taula 8) que inclouen un
rang superior i inferior del nivell d’acceptacié establert (PIB 1,3 ug/mL" i
de PR-PIB 0,13 pg/mL").

Taula 8. Dissolucions patrd per a la validacié del parametre de linealitat del metode analitic per a

la determinacié de la puresa quimica per HPLC del RF *'C-PIB.

Patr6  Volum P1 Volum P2 Volum d’enras  Concentracié  Concentracié
(pL) (pL) amb BP (mL) PIB (ug/mL)  PR-PIB (ng/mL)
SP1 4,4 4,4 0,07 0,04
SP2 8,6 8,6 0,13 0,09
SP3 11 11 0,17 0,11
SP4 22 22 0,33 0,22
SP5 44 44 10 0,66 0,44
SP6 65 65 0,98 0,65
SP7 86 86 1,30 0,86
SP8 109 109 1,63 1,09
SP9 130 130 1,95 1,30

X_Limit per una dosi de 10 mL considerant que la quantitat maxima a injectar és de 13 pg de PIB.
“El limit d’acceptacié de PR-PIB correspon al 10 % del limit d’acceptacié de PIB.
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- FMISO, PR-FMISO i IMP-FMISO, es preparen la seglients solucions (taula
9) que inclouen un rang superior i inferior del nivell d’acceptacid establert

(FMISO 1,5 pg/mL*", PR-FMISO+IMP-FMISO 3,5 pg/mL*").

Taula 9. Dissolucions patrd per a la validacié del parametre de linealitat del metode analitic per a

la determinacié de la puresa quimica per HPLC del RF *¥F-FMISO.

Patr6  Solucié Volum (uL) Volum d’enras Concentracié (ug/mL)
a pipetejar a pipetejar amb BF (mL) FMISO, IMP-FMISO
PR-FMISO
SF1 F2 1.000 50
SF2 F2 600 30
SF3 F2 400 20
SF4 F2 300 15
SF5 F2 100 5
SF6 SF3 250 2,5
SF7 SF3 100 ? 1
SF8 SF3 50 0,5
SF9 SF6 160 0,2
SF10 SF6 80 0,1
SF11 SF10 1.000 0,05
SF12 SF11 1.000 0,025

= S’injecta cada solucio preparada per ordre de concentracié creixent.
= Escalcula el factor de resposta (FR) de cada patrd que és I’area obtinguda dividida
per la concentracié del patro.
= Es representa I'equacié de la recta per a cada analit (PIB i PR-PIB; FMISO, IMP-
FMISO i PR-FMISO) amb els patrons que compleixin el criteri d’acceptacié del FR.
- Abscisses: concentracié d’analit (ug/mL).

- Ordenades: area obtinguda per a cada concentracié.

xii

Limit per una dosi de 10 mL considerant que la quantitat maxima a injectar és de 15 pg de FMISO.
Considerant el limit d’acceptacid pitjor cas de cada impuresa individual (PR-FMISO, IMP-FMISO) que correspon a una
dosi de 10 mL, la quantitat maxima a injectar de cada impuresa seria de 35 pg.
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= Criteri d’acceptacio:
- Els factors de resposta (FRs) per a cadascuna de les concentracions de la
mostra no presenten dispersio.
= Coeficient de variacié (CV) < 5%
- S’estima linterval de linealitat realitzant un test d’ajust per minims
guadrats:
» Coeficient de correlacié de la recta de calibracié: R* > 0,990.
= |nterval de confianga de I'ordenada a I'origen inclou el cero:
Equacié 1. IC = (a — tigp X Sg, @ + trgp X Sq) €0
Essent t., la t Student per a=0,05 i n=-2 graus de llibertatila S, la
desviacid estandard de I'ordenada a l'origen, llavors a=0 amb una
probabilitat superior al 95 % i el metode no presenta biaix.
Limit de deteccié i limit de quantificacid
= Esrealitza la inspeccid visual de tots els cromatogrames de I'estudi de linealitat.
= Criteri d’acceptacio:
- LD és la concentraci6 minima de cada analit que el seu senyal es
diferencia del soroll de fons.
- LQ
= 3 vegades el LD (3xLD), ha d’estar inclos en I'interval de linealitat.
= En cas que no estigui inclos, es comprova que els seglients
multiples de 3 del LD (6xLD, 9xLD...) estiguin inclosos en I'interval
de linealitat.
Precisid i exactitud
= Es preparen les seglients solucions a les quals s’afegeix una quantitat coneguda
de solucidé patré de cada analit a quantificar considerant el nivell d’acceptacio
establert:
- PIB1,3 ug/mLide PR-PIB 0,13 ug/mL
- FMISO 1,5 pg/mL, PR-FMISO+IMP-FMISO 3,5 pg/mL.
= S’injecten les solucions segons indica la taula 10 i 11: nimero d’injeccions per

solucid i operari.
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Taula 10. Dissolucions patrd per a la validacié dels parametres de precisid i exactitud del métode

analitic per a determinar la puresa quimica per HPLC de *'C-PIB.

Solucié Composicié N2 injeccions Operari
Patré PIB + PR-PIB (P4) 173 pL P1, 26 puL P2 enrasar a NA NA
10 mL BP.

Concentracié: 2,6 pug PIB/mL i
0,26 pg PR-PIB/mL.

Patré PIB + PR-PIB (P5) 100 uL P4 + 100 pL BP. 3 OP1

Concentracié: 1,3 pg PIB/mL i

“c.piB

0,13 pg PR-PIB/mL.

Placebo 100 puL PMP + 100 pL BP. 3 OP1
Mostra dopada 100 pL PMP + 100 pL P4. 6 OP1
3 OoP2

NA: No aplica

Taula 11. Dissolucions patrd per a la validacié dels parametres de precisid i exactitud del métode

analitic per a determinar la puresa quimica per HPLC de ¥F-FMISO.

Solucié Composicié N2 injeccions Operari
Patré de FMISO + 2 mL solucié F2 enrasar a 10 mL NA NA
PR-FMISO + IMP-FMISO BF. 1 mL solucié anterior
(F4) enrasar a 10 mL BF.
Concentracié: 2 pg/mL de
FMISO, PR-FMISO i de IMP-
9, FMISO .
E Patré FMISO + 400 pL F4 + 400 pL BF. 3 oP1
‘o_ol:ll' PR-FMISO + IMP-FMISO Concentracié: 1 pg/mL de
(F5) FMISO, de PR-FMISO i de IMP-
FMISO.
Placebo 400 pL FMP + 400 pL BF. 3 OP1
Mostra dopada 400 pL FMP + 400 pL F4. 6 OP1
3 oP2
NA: No aplica
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Es calcula:

Mitjana i CV de l'area per a cada analit de les 3 injeccions de patré (PS5,
F5) i placebo.
De les 9 injeccions de mostra dopada, es determina:
= La recuperacié de cada injeccié, que és I'area d’analit corregida
respecte I'area d’analit esperada. Per a cada analit es calcula de la
seglient manera:

- Area corregida: area d’analit en la mostra dopada menys
la mitjana de l'area de l'analit en les 3 injeccions de
placebo.

- Area esperada: mitjana de l'area de l'analit en les 3

injeccions del patro.

Criteri d’acceptacio:

Repetibilitat: es determinen la mitjana i el CV (%) dels percentatges de
recuperacio obtinguts per a cada operari.

= CV<S5%
Precisid intermitja: es calculen la mitjana i el CV (%) dels percentatges
globals de recuperacioé obtinguts (de les 9 injeccions).

= CV<5%
Exactitud: es realitza una prova t-Student per al percentatge de

recuperacio global (R).

Equacid 2. texp=|1oo—R|xﬁ

N

Essent: R: percentatge de recuperacio global

n: nimero de determinacions
s: desviacié estandard global de la mostra

= [’exactitud es considera satisfactoria si el percentatge global no
difereix estadisticament de 100 %, pel que s’ha de complir que
/texy/<tap amb un grau de probabilitat del 95 % (a=0,05) i n-1
graus de llibertat. No podra existir cap valor individual fora del
rang entre 90 — 110 %.

= Encas que no es compleixi s’avalua si I'exactitud és acceptable en

funcié de la desviacid i el nivell de concentracid.
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8E_EMISO: puresa quimica per TLC

- Metode analitic

Taula 12. Métode analitic de puresa quimica per a la determinacié de criptand pel RF *®F-

FMISO.
Puresa quimica per TLC: Determinacio de criptand
Fase estacionaria Tires de TLC: Polygram SIL G/UV, Mackerey-Nagel.
Reactiu lodeplatinat potassic TS.
Patré Patré de criptand®®.
- Patrons:

Es preparen les dissolucions necessaries per a realitzar la validacié segons taula 13.

Taula 13. Dissolucions patré per a la validacié del métode analitic per TLC del RF F-

FMISO.
Patrons PQ per TLC

Blanc (FB) Aigua purificada.
Mostra problema (FMP) Dissolucid injectable de ¥F-FMISO.
Dissolucio mare de 50 mg de patré criptand enrasar fins 10 mL amb

8 criptand (FC1) etanol.

% Concentracié: criptand 5 mg/mL.

" Dissolucio patré de 100 pL FC1 enrasar fins 10 mL amb aigua.
criptand (FC2) Concentracié: criptand 50 pg/mL.
Mostra dopada (FMC) Dissolucié al 50 % FMP 50 % FC2.

- Selectivitat

= En una tira de TLC es realitzen 4 injeccions de 3 pL del reactiu iodeplatinat
potassic per separat.
= A continuacié s’injecten les seglients dissolucions cadascuna a sobre d’una
injeccié previa diferent de iodeplatinat:
— Dissolucio FB, dissolucid FC2, dissolucié FMP, dissolucié FMC.
= (Criteri d’acceptacio:
- Es comprova que no existeixen analits diferents al criptand que reaccionin
amb el iodeplatinat potassic (taca de color gris) i que ni el blanc ni la
matriu del RF interfereixen en la deteccid del criptand.
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Limit de deteccio
= Es preparen les solucions segons la taula 14 que inclouen un rang superior i
inferior del nivell d’acceptacié establert pel criptand 50 ug/mL.
Taula 14. Dissolucions patré per a la validacié del parametre de limit de deteccid del

metode analitic per TLC del RF *F-FMISO.

Volum FC1 Volum d’enras Concentracio (ug/mL)
(uL) amb FB (mL) criptand
C1 50 25
Cc2 70 35
C3 (FC2) 100 10 50
c4 160 80
Cc5 300 150

= En una tira de TLC es realitzen 5 injeccions de 3 plL del reactiu iodeplatinat
potassic.
= A continuacié s’injecten 2 plL de les solucions anteriors preparades cadascuna a
una injeccié prévia diferent de iodeplatinat.
=  Criteri d’acceptacio:
- s’observa visualment que la coloracié final de la reaccié (color gris) és més
intensa a major concentracid de criptand en les solucions patré testades.

- LD: es determina per inspeccid visual i correspon a la concentracié

minima detectable.
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5.1.1.5 Resultats

PQ per HPLC

- Selectivitat

A les taules seglients es detallen els TR de cada compost que es va analitzar. S’'indica amb

ND els resultats no detectables o de senyal inexistent.

Taula 15. 'C-PIB puresa quimica per HPLC, selectivitat: resultats.

Mostra Temps de retencio
Dissolucié BP Fase mobil ND
E Dissolucié PE Etanol ND
:?'l“ Dissolucié SF Serum Fisiologic ND
Dissolucié P3 PIB 2,88
PR-PIB 1,47

ND: No detectable

Taula 16. "®F-FMISO puresa quimica per HPLC, selectivitat: resultats.

Mostra Temps de retencié

Dissolucié BF Fase mobil ND

o Dissolucié FE Etanol ND
é’ Dissolucié FC Criptand 2,4
ﬁul' Dissolucio F3 IMP-FMISO 2,0
FMISO 3,5

PR-FMISO 5,9

ND: No detectable
- Linealitat

RF ''C-PIB : resultats de I'estudi de linealitat pel métode analitic de PQ per HPLC
= Esrealitzaren les injeccions de cada patro, resultats adjuntats a la taula 17.
= S’estudia l'interval de concentracions que donaven un CV dels FRs que complien
amb I'especificacid (CV < 5 %) (taula 18):
- Linterval que va complir I'especificacié tant per a I’analit PIB com per PR-
PIB va ser el de SP2 a la SP9, descartant-se la SP1 (per FR interval SP1 a
SP9,CV>5%).
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= Esva calcular la recta de calibracio (Figura 16) i el coeficient de correlacid (Figura
16 i taula 19) per a cada analit considerant els resultats dels patrons que

pertanyien a l'interval que complia amb el criteri d’acceptacié del FR.
- El coeficient de correlacié de la recta de calibracié de cada analit va

presentar un valor de R%>0,990.
=  Esva calcular I'interval de confianca de I'ordenada a I'origen de cada recta (taula
19).

Taula 17. "'C-PIB puresa quimica per HPLC, linealitat. Taula de resultats obtinguts en I'estudi de
linealitat on per a cada patro injectat s’indica: la concentracid de I'analit en el patré (Conc), I'area
obtinguda i el factor de resposta (FR) calculat (Area/concentracid). S’han marcat els resultats que

compleixen amb les especificacions establertes, els no marcats son els que es menyspreen per no

complir-les.
PR-PIB PIB
Conc (pg/mL) Area FR Conc (pg/mL) Area FR
SP1 0,04 1,23 30,75 0,07 1,44 20,57
SP2 0,09 2,17 24,11 0,13 3,46 26,62
SP3 0,11 2,42 22,00 0,16 3,90 24,38
SP4 0,22 5,15 23,41 0,33 8,52 25,82
SP5 0,44 10,38 23,59 0,65 16,55 25,46
SP6 0,65 15,79 24,29 0,98 25,15 25,66
SP7 0,86 20,88 24,28 1,3 33,56 25,82
SP8 1,09 26,26 24,09 1,63 41,01 25,16
SP9 1,3 31,59 24,30 1,95 50,61 25,95

Taula 18. "'C-PIB puresa quimica per HPLC, linealitat. Taula del calcul dels coeficients de variacié
(CV) dels factors de resposta (FRs) per intervals de solucions patrons. S’han marcat els resultats
gue compleixen amb les especificacions establertes, els no marcats sén els que es menyspreen

per no complir-les.

FRs CV (%)
Interval de SP1 a SP9 Interval de SP2 a SP9
PR-PIB 9,96 % 3,31%
PIB 6,97 % 2,54 %
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Figura 16. 'C-PIB puresa quimica per HPLC, linealitat: recta de calibracié obtinguda per a I'estudi

de linealitat dels analits: PR-PIB (esquerra) i PIB (dreta).

Area vs Concentracid PR-PIB Area vs Concentracia PIB
. -
= -
: - : =
= = = =
= =
- -
- -

Concentrachks FR-F18 (sg'mi) wm 8 190 -0, THAE Concentrecha FTE (pg/md]

Taula 19. 'C-PIB puresa quimica per HPLC, linealitat: taula de resultats obtinguts a partir de les

rectes de calibracié calculades en I'estudi de linealitat per al *'C-PIB. A la taula s’indica per a

cada analit d’estudi (PR-PIB, PIB): el rang lineal, el valor de la recta de calibracid, I'interval de

confianca de I'ordenada a I'origen (IC 95 %) i el coeficient de correlacié de la recta de calibracid

(R®).
Analit Rang lineal Recta de calibracié IC95 % R?
(ng/mL)
PR-PIB 0,09-1,30 Y=24,392C-0,1834 (-0,38, 0,01) 0,999
PIB 0,13-1,95 Y=25,703C-0,0632 (-0,69, 0,57) 0,999

RF "®F-FMISO : resultats estudi de linealitat pel métode analitic de PQ per HPLC.

= Esvaren realitzar les injeccions de cada patrd, resultats adjuntats a taula 20.
= Es va estudiar l'interval de concentracions que donaven un CV dels FRs que
complia amb I'especificacié (CV<5 %) (taula 21) :
- Linterval que va complir amb I'especificacié per a I'analit FMISO va ser el
de SF1 al SF11, descartant-se SF12 (CV>5 % ).
- Linterval que va complir amb I'especificacié per a I'analit PR-FMISO va ser
el de SF1 a la SF10, descartant-se SF11iSF12 (CV>5% ).
- Linterval que va complir amb I'especificacié per a I'analit IMP-FMISO va

ser el de SF1 a la SF10, descartant-se la SF11iSF12 (CV>5 % ).
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Taula 20. ®F-FMISO puresa quimica per HPLC, linealitat: taula dels resultats obtinguts en I'estudi
de linealitat per al RF ®F-FMISO. A la taula s’indica per a cada patré injectat i per analit: la
concentracié (Conc), 'area obtinguda i el factor de resposta (FR, Area/concentracid) calculat.
S’han marcat els resultats que compleixen amb les especificacions establertes, els no marcats son

els que es menyspreen per no complir-les.

FMISO IMP-FMISO PR-FMISO

Conc  Area FR Conc Area FR Conc  Area FR

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

SF1 | 585 1.606,14 27,46 | 53,5 1.407,7 2631 | 50 5237 10,47
SF2 35,1 924,4 26,34 32,1 788,96 24,58 30 309,3 10,31
SF3 23,4 625,91 26,75 21,4 544,45 25,44 20 196,5 9,83
SF4 17,55 463,93 26,43 | 16,05 398,04 24,80 15 146 9,73
SF5 5,85 158,32 27,06 5,35 138,73 25,93 5 49,24 9,85
SF6 2,925 72,37 24,74 | 2,675 61,35 22,93 2,5 22,87 9,15
SF7 1,17 31,9 27,26 1,07 27,57 25,77 1 10,03 10,03
SF8 0,585 16,43 28,09 | 0,535 13,86 25,91 0,5 4,97 9,94
SF9 0,234 5,72 24,44 ( 0,214 4,97 23,22 0,2 1,82 9,10
SF10 0,117 3,11 26,58 | 0,107 2,71 25,33 0,1 0,97 9,70
SF11 | 0,0585 1,66 28,38 | 0,0585 1,66 28,38 0,05 0,27 5,40
SF12 | 0,0268 0,53 19,81 | 0,0293 0,9 30,77 0,03 0,22 8,80

Taula 21. "®F-FMISO puresa quimica per HPLC, linealitat: taula del calcul dels coeficient de variacié
(CV) dels factors de resposta (FRs) per intervals de solucions patrons. S’"han marcat els resultats
gue compleixen amb les especificacions establertes, els no marcats sén els que es menyspreen

per no complir-les.

FRs CV (%)

Interval SF1-SF12 Interval SF1-SF11 Interval SF1-SF10

FMISO 8,84 % 4,57 % NA
IMP-FMISO 8,17 % 5,88 % 4,60 %
PR-FMISO 15,78 % 14,80 % 4,45 %
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= Esva calcular la recta de calibracid (Figura 17) i el coeficient de correlacié (Figura
17 i taula 22) per a cada analit considerant els resultats dels patrons que
pertanyien a l'interval que complia amb el criteri d’acceptacié del FR.
- El coeficient de correlacié de la recta de calibracid de cada analit va
presentar un valor de R*>0,999.
- Es va calcular l'interval de confianca de I'ordenada a I'origen de cada
recta (taula 22).
Figura 17. ®F-FMISO puresa quimica per HPLC, linealitat: recta de calibracié obtinguda per a
I’estudi de linealitat dels analits: FMISO (esquerra), PR-FMISO (baix) i IMP-FMISO (dreta).
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X
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Taula 22. ®F-FMISO puresa quimica per HPLC, linealitat: taula dels resultats obtinguts a partir de
les rectes de calibracié calculades en I'estudi de linealitat per al *®*F-FMISO. A la taula s’indica per a
cada analit d’estudi (FMISO, PR-FMISO, IMP-FMISO) el rang lineal, el valor de la recta de
calibracio, I'interval de confianga de I'ordenada a I'origen (IC 95 %) i el coeficient de correlacid de

la recta de calibracié (R).

Rang lineal  Recta de calibracié IC95% R?
(ng/mL)
FMISO 0,06-58,50 Y=27,18C-4,05 (-14,12, 6,02) 0,999
IMP-FMISO 0,11-53,50 Y=25,92C-5,89 (-22,06, 10,29) 0,999
PR-FMISO 0,10-50,00 Y=10,42C-2,94 (-7,52, 1,65) 0,999

-65-



5. Part experimental: metodologia i resultats

- Limit de deteccid i limit de quantificacio

Resultats per al *'C-PIB

= Es va realitzar la inspeccié visual de tots els cromatogrames de |'estudi de
linealitat. La concentracié minima observada de cada analit que el seu senyal va
diferenciar-se del soroll de fons (LD observat) va ser de: 0,04 ug/mL per PR-PIB i

0,07 pg/mL per PIB (figura 18).

Figura 18. "'C-PIB puresa quimica per HPLC, limit de deteccid i limit de quantificacié: imatge dels

cromatogrames corresponents al limit de deteccié (cromatograma patré SP1).

i

il
Subatancs BT Type Area  AArea Sy=  Ras
=in "y L1

= Respecte al LQ es va calcular el valor resultant de I'operacié 3xLD i s’observa que
estava inclos en la recta de calibracié (el valor calculat 3xLD va ser major que el
valor menor de concentracid inclos a la recta de calibracid). El LQ va ser el ler

valor de la recta de calibracio (taula 23).

Taula 23. 'C-PIB puresa quimica per HPLC, limit de deteccid i limit de quantificacié: taula resum

dels resultats obtinguts.

LD 3xLD Valor menor LQ

recta calibracio

ug/mL ug/mL ug/mL Hg/mL
PR-PIB 0,04 0,12 0,09 0,09
PIB 0,07 0,21 0,13 0,13
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LD: limit de deteccio; LQ: limit de quantificacid
Resultats per al ®®F-FMISO

= Es va realitzar la inspeccié visual de tots els cromatogrames de I'estudi de
linealitat, observant-se la segilient concentracié minima de cada analit que el seu
senyal es va diferenciar del soroll de fons (LD observat): 0,1 pg/mL per PR-FMISO,
0,03 pg/mL per IMP-FMISO i per FMISO(figura 19).

Figura 19. ®F-FMISO puresa quimica per HPLC, limit de deteccid i limit de quantificacié: imatge
dels cromatogrames corresponents al limit de deteccid: PR-FMISO o PREC (cromatograma patrd

SF10), IMP-FMISO i FMISO (cromatograma patro SF12).

= Pel que fa al LQ es va agafar el valor més baix per a cada analit comparant el
primer valor inclos a la recta de calibracid i el valor resultant de I'operacié 3xLD.

(taula 24)

Taula 24. ®F-FMISO puresa quimica HPLC, limit de deteccid i limit de quantificacié: Taula resum

dels resultats obtinguts.

LD 3xLD Valor menor LQ

recta calibracio

ug/mL ug/mL ug/mL Hg/mL
FMISO 0,03 0,09 0,06 0,06
IMP-FMISO 0,03 0,09 0,11 0,11
PR-FMISO 0,03 0,09 0,10 0,10
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LD: limit de deteccid; LQ: limit de quantificacid

- Precisi6 i exactitud

= La mitjana de I'area i el CV de les tres injeccions per a cada analit en les solucions
patré (P5 i F5) i placebo, es representen a la taula 25 pel RF "'C-PIB i a la taula 28
pel RF F-FMISO.

* La mostra de 'C-PIB no va presentar area de PR-PIB i la mostra de *®F-FMISO no
va presentar area de PR-FMISO.

= Els resultats de la mostra dopada i els calculs necessaris per a la determinacié de
I’exactitud i precisié es representen a la taula 26 a la 27 pel RF *C-PIB i a la taula

29 a la 31 pel RF ®¥F-FMISO.

Taula 25. 'C-PIB puresa quimica per HPLC, precisid i exactitud: taula amb els resultats de les 3
injeccions de patré (P5) i placebo, per a I'estudi de I'exactitud i precisié de *'C-PIB. S’adjunta el

calcul de la mitjana i el coeficient de variacié (CV) de I'area de cada analit en cada solucid patro.

Placebo: Arees analits Patré: Arees analits

Injeccio PIB PR PIB PIB PR PIB
1 16,70 ND 30,25 2,93
2 16,40 ND 29,57 2,99
3 16,85 ND 29,49 2,97
Mitjana 16,65 NA 29,77 2,96
V(%) 1,38 NA 1,40 1,03

ND: no detectable, NA: no aplica
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Taula 26. ''C-PIB puresa quimica per HPLC, precisid i exactitud: taula per a I'analit PIB on

s'indiquen els resultats de les 9 injeccions (INJ) de mostra dopada de ''C-PIB realitzats per 2

operaris diferents (OP1 i OP2), on es representa 'area de cada analit (A), I'area corregida (Ac),

recuperacio (R), la mitjana i el coeficient de variacié (CV) per operari, el CV de totes les injeccions i

el temps experimental (t exp).

OPERARI INJ APIB AcPIB R Mitjana CV% Mitjana CV% texp
1 46,26 29,61 99,46
2 46,58 29,93 100,54
OP1 3 46,67 30,02 100,84 100,35 0,49
@ 4 46,62 29,97 100,67
; 5 46,48 29,83 100,20 100,47 0,61 2,289
;:g 6 46,54 29,89 100,40
1 46,35 29,70 99,76
OP2 2 46,66 30,01 100,81 100,71 0,89
3 46,88 30,23 101,55

Taula 27. "'C-PIB puresa quimica per HPLC, precisié i exactitud: taula per a I'analit PR-PIB on

s'indiquen els resultats de les 9 injeccions (INJ) de mostra dopada de ''C-PIB realitzats per 2

operaris diferents (OP1 i OP2), on es representa I'area de cada analit (A), I'area corregida (Ac),

recuperacio (R), la mitjana i el coeficient de variacié (CV) per operari, el CV de totes les injeccions i

temps experimental (t exp).

OPERARI INJ APR-PIB AcPR-PIB R  Mitjana CV% Mitjana CV% texp
1 3,07 307 103,60
2 3,00 300 101,24
oP1 3 29 2,96 99,89 99,79 3,03
e 4 2,84 2,84 95,84
5 5 3,01 301 101,57 99,93 2,58 0,078
LE 6 2,83 2,83 96,59
= 2,96 2,96 99,89
oP2 2 2,92 2,92 98,54 100,22 1,87
3 3,03 3,03 102,25
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Taula 28. "®F-FMISO puresa quimica per HPLC, precisid i exactitud: taula amb els resultats de les 3

injeccions de patré (P5) i placebo, per a I'estudi de I'exactitud i precisié de *F-FMISO. S’adjunten

el calcul de la mitjana i el coeficient de variacid (CV) de I'area de cada analit en cada solucié patré.

Placebo: Arees analits

Patré: Arees analits

Injeccié

1

2

3
Mitjana
CV(%)

IMP-FMISO

3,31
3,40
3,35
3,35
1,34

FMISO PR-FMISO

26,28
25,81
26,14
26,08
0,93

ND
ND
ND
NA
NA

IMP-FMISO
25,17
25,38
26,21
25,59

2,15

FMISO

31,59
32,19
32,28
32,02

1,17

PR-FMISO
4,30
4,48
4,71
4,50
4,57

Taula 29. ®F-FMISO puresa quimica per HPLC, precisi6 i exactitud: taula per a I’analit FMISO on

s’indiquen els resultats de les 9 injeccions de mostra dopada realitzats per 2 operaris diferents, on

es representa l'area de cada analit (A), I'area corregida (Ac), recuperacié (R), la mitjana, el

coeficient de variacid (CV) per operari i en conjunt i temps experimental (texp).

OPERARI INJ A Ac R Mitjana CV Mitjana CV texp
FMISO FMISO % %
1 5819 32,11 100,29
2 5655 30,47 95,17
OP1 3 5835 32,27 100,79 100,71 3,09
2 4 59,27 33,19 103,66
E 5 59,28 33,20 103,70 102,08 3,42 1,787
Lé 6 5830 32,22 100,64
< 58,78 32,70 102,13
OoP2 2 5960 33,52 104,69 104,82 2,62
3 6054 3446 107,63
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Taula 30. **F-FMISO puresa quimica per HPLC, precisid i exactitud: taula per a I’analit PR-FMISO on
s’indiquen els resultats de les 9 injeccions de mostra dopada realitzats per 2 operaris diferents, on
es representa l'area de cada analit (A), I'area corregida (Ac), recuperacié (R), la mitjana, el

coeficient de variacié (CV) per operari i en conjunt i temps experimental (texp).

OPERARI INJ A Ac R Mitjana CV Mitjana CV texp
PR-FMISO PR-FMISO % %
1 414 4,14 92,07
2 413 4,13 91,85
° OP1 3 4,42 4,42 9830 96,74 4,16
s 4 4,50 4,50 100,07
E 5 456 456 101,41 98,00 4,46 1,374
;é 6 435 4,35 96,74
< 4,28 428 9518
oP2 2 462 462 102,74 100,52 4,62
3 466 466 103,63

Taula 31. *®*F-FMISO puresa quimica per HPLC, precisié i exactitud: taula per a I'analit IMP-FMISO
on s’indiquen els resultats de les 9 injeccions de mostra dopada realitzats per 2 operaris diferents,
on es representa |'area de cada analit (A), I'area corregida (Ac), recuperacid (R), la mitjana, el

coeficient de variacié (CV) per operari i en conjunt i temps experimental (texp).

OPERARI INJ A Ac R Mitjana CV Mitjana CV texp
IMP-FMISO  IMP-FMISO % %
1 28,95 25,60 100,04
2 27,20 23,85 93,20
o oP1 3 25,80 22,45 87,73 96,15 5,23
§ 4 28,47 25,12 98,16
§ 5 29,30 25,95 101,41 97,23 4,43 1,928
Z: 6 28,01 24,66 96,37
g 29,01 25,66 100,27
OoP2 2 28,63 25,28 98,79 99,39 0,79
3 28,71 25,36 99,10
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=  Resultats:

BE_EMISO: PQ per TLC

- Selectivitat

Repetibilitat:

5. Part experimental: metodologia i resultats

= EICV de cada operari per a cada analit fou<5%

Precisid intermitja:

= EICV global de cada métode analitic i per a cada analit fou <5 %

Exactitud:

= PIB: texp = 2,289 < 1,5, 2,306

®  PR-PIB: to = 0,078 < ty;, 2,306

= FMISO: teyp = 1,787 < 15 2,306

=  PR-FMISO: tey, = 1,374 < t5, 2,306

- IMP-FMISO: texp = 1'928< tiab 2,306

= Es prepararen les dissolucions pertinents i es realitza el test per a cadascuna

d’elles

(taula 32).

Taula 32. "®F-FMISO puresa quimica per TLC, selectivitat: taula amb els resultats del parametre de

selectivitat del metode analitic de determinacié de criptand mitjangant la técnica de TLC per al RF

BE_ EMISO.

Mostra

Observacio

Dissolucié FB
Dissolucié FMP
Dissolucié FC2

Dissoluciéo FMC

Aigua
Mostra "*F-FMISO
Criptand 50ug/mL
Mostra *F-FMISO

dopada amb criptand

Coloracio gris d’alta intensitat (figura 20)

Coloracio gris de baixa intensitat(figura 20)

No s’observa senyal (figura 20)

No s’observa senyal (figura 20)

Figura 20. "®F-FMISO puresa quimica per TLC, selectivitat: imatges dels resultats obtinguts de la

validacié de selectivitat del metode analitic de determinacié de criptand mitjangant la técnica de

TLC pel RF **F- FMISO.

E-FMISD

. Algua

Criptand

dopada

Mastra
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- Limit de deteccio
= Es prepararen les dilucions pertinents i es realitza el test per a cadascuna d’elles

obtenint els resultats adjuntats a la taula 33.

Taula 33. ®F-FMISO puresa quimica per TLC, limit de deteccid: taula amb els resultats del
parametre de limit de deteccié del métode analitic de determinacié de criptand mitjangant la

tecnica de TLC pel RF *F- FMISO.

Concentracio criptand Senyal
(ng/mL)
Cc1 25 No detectable
c2 35 Detectable
C3 (FC2) 50 Detectable
c4 80 Detectable
c5 150 Detectable

5.1.1.6 Discussio

PQ per HPLC
- Especificacions:
Establir les especificacions de PQ és un dels punts més critics sobretot en el cas de RFs per
als quals no existeix cap monografia especifica. En el cas dels RFs d’estudi es va realitzar
segons s’indica a continuacio.
=  Principi actiu
El limit per a cadascun dels principis actius es va establir segons bibliografia
basada en estudis toxicologics (Dosi letal 50 %, assajos de primera vegada en
humans o First-in-human Clinical trials), PEl n® 09-006* i PEl n? 10-105%.
Concretament, en el cas de "'C-PIB es varen establir segons First in humans
studies realitzats a Uppsala®’ i en el cas de ®F-FMISO en base a un Dossier public
de producte en investigacié de ®F-FMISO del National Cancer Institute
(Investigator’s Brochure: [**FIFMISO)®.
= |mpureses
En el cas de les impureses es realitza de la mateixa manera que el principi actiu.
Generalment, quan no es disposa de molts estudis toxicologics de les impureses,

s’estableix un limit d’impureses igual o inferior al 10 % de la quantitat permesa de
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principi actiu considerant no superar el valor del llindar de potencial toxicologic

xiv

(threshold of toxicological concern, TTC: > 1,5 pg/dia™) establert a la guia sobre
limits d'impureses genotoxiques EMEA/CHMP/QWP/251344/2006 de I'EMA
(guideline on the limits of genotoxic impurities)®. Aquest és el criteri que es va
seguir en el cas de les especificacions per a les impureses de *'C-PIB.

En el cas de FMISO al disposar del Dossier de ®F-FMISO del National Cancer
Institute®®, es varen agafar els limits establerts en el Dossier.

= Criptand
Els limits s‘estableixen segons Dossier de F-FMISO del National Cancer
Institute®®. Cal mencionar que el limit de 50 ug criptand/mL, és més restrictiu que
el limit establert per la monografia de FDG*' i per la monografia 2014 de FMISO*
que és de 220 ug criptand/mL™.

= Limitacié per volum

Les especificacions de PQ s’expressen per concentracid (ug/mL) considerant que el

volum maxim d’injeccié és de 10 mL. Per exemple, en el cas del *C-PIB segons estudis

toxicologics es limita a 13 ug de PIB, per tant el producte final no pot contenir més de

1,3 ug PIB/mL. Pero com que en els RFs, a diferéncia dels medicaments

convencionals, el volum d’injeccié varia amb el temps a causa de la semivida, a

I'especificacié s’afegeix la limitacid per volum en cas que se superi I'especificacié de

concentracid. Seguint I'exemple, si un lot supera els 1,3 ug PIB/mL es limita el volum

de la dosi a injectar per tal que no s’injecti més de 13 pug de PIB (en un lot de 2 ug

PIB/mL, el volum maxim per dosi a injectar seria de 6,5 mL). El fet d’incloure la

limitacié per volum en l'especificacié fa que certs lots siguin aptes encara que no

compleixin el limit de concentracio per lot, ja que limitant per volum la dosi d’injeccio
permet complir el criteri de massa a injectar. Al mateix temps, la limitacié per volum
permet el control del compliment de les especificacions de forma individualitzada, és

a dir, per a cada injeccid. Cal mencionar que es permet la limitacié per volum atés al

marc d’Us d’aquests RFs al ser no comercials i destinat el seu Us a la unitat clinica del

mateix servei de Radiofarmacia, fet que permet la comunicacio i el control en cas de

limitacié per volum de la dosi a injectar.

¥ No hi ha impureses que presentin risc toxicologic, és a dir, que exedeixin el llindar de potencial toxicologic (threshold
of toxicological concern, TTC: > 1,5 pg/dia).
* Les monografies de la BerDG* i de ®F-FMISO®® citen concretament 2,2 mg criptand/Volum de la dosi maxima

recomanada, que en el cas dels RFs d’estudi és de 10 mL, per tant el limit s’establiria a 220 pg/mL.
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Per al *'C-PIB:

Els dos analits (PIB, PR-PIB) que conté la mostra elueixen a TR diferents i
ni la fase mobil ni la matriu del RF (serum fisiologic, etanol) donen senyal

en el metode analitic usat, com es pot comprovar a la taula 15.

Per al ®®F-FMISO:

Els tres analits (IMP-FMISO, FMISO, PR-FMISO) que conté la mostra
elueixen a TR diferents i la fase mobil no déna senyal en el métode
analitic usat, com es pot comprovar a la taula 16.

Respecte a la possible impuresa (criptand) dona senyal a un TR proxim al
TR de IMP-FMISO pero sense interferir en la seva determinacid (taula 16).
Cal mencionar que el patrd criptand FC presenta una concentracio (1,5
mg/mL) superior a I'especificacié (< 50 ug/mL) ja que a concentracions
menors no és detectable, essent necessaria la seva determinacid per TLC.
En la mostra de producte final de ®F-FMISO el criptand pel métode HPLC

no és detectable.

Per tant es pot considerar que els métodes analitics utilitzats presenten una optima separacio i

que superen el test de selectivitat.

- Linealitat

Per al **C-PIB:

Es preparen unes solucions que inclouen l'interval de concentracié entre
el 5% i el 150 % respecte els valors limits a injectar de PIB. En el cas de
PR-PIB inclou del 30 % al 120 % ja que el valor menor d’especificacié és de
I'ordre de 0,13 pug.

En I'analisi estadistic de les dades el CV dels FRs que considera totes les
solucions patré (de la SP1 a la SP9) no compleix el criteri d’acceptacid. Per
tant observant el valor de FR de la solucié SP1 i comparant-lo amb el de la
resta, no es considera aquest valor i es calcula a partir de SP2, donant un
CV que compleix especificacid i uns parametres de recta de calibracié que
compleixen amb el criteri d’acceptacio (taules 17 i 18).

Per tant es pot considerar que el métode analitic per *C-PIB és lineal dins

del rang (taules 19):
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* PIBde0,13a1,95 pg/mL

= PR-PRIB de 0,09 a 1,30 ug/mL
Essent els valors limits per a cada analit (1,3 ug PIB/mL i 0,13 ug PR-
PIB/mL) es pot considerar que el métode analitic és adequat per a les
condicions d’assaig. Fora de I'interval de cada analit no es pot assegurar la
linealitat, per tant no seran valors quantificables. En el cas d’obtenir
valors superiors als validats per quantificar s’hauria de diluir la mostra o
bé procedir a validar valors superiors. En cas d’obtenir valors inferiors no
és possible validar ja que s’ha demostrat la no linealitat excloent la solucio
SP1. No és d’esperar obtenir valors inferiors o majors als validats dins el

rang que sigui d’interes quantificar-los.

» Peral ®F-FMISO:

Es preparen unes solucions a partir de la solucid de F1 per tal de cobrir un
rang superior i inferior de cada analit considerant el nivell d’acceptacio
establert i que en el cas de de PR-FMISO i IMP-FMISO el limit esta
establert com a sumatori d’impureses. EI 5 % i 150 % del limit de cada
analit esta inclos en les solucions d’estudi.
L'analisi estadistic de les dades el CV dels FRs que considera totes les
solucions patrd (de la SF1 a la SF12) no compleix el criteri d’acceptacié
per cap analit. Per tant es procedeix a recalcular el CV del FR excloent
paulatinament diversos valors fins al compliment del criteri d’acceptacié i
posteriorment es calculen els parametres de recta de calibracié que
compleixen amb el criteri d’acceptacid: SF12 s’exclou pels 3 analits, SF12 i
SF11 s’exclouen per PR-FMISO i IMP-FMISO (taules 20i 21).
Per tant es pot considerar que el métode analitic per **F-FMISO és lineal
dins del rang (taula 22):

*  FMISO de 0,06 a 58,50 ug/mL

= IMP-FMISO de 0,11 a 53,50 pg/mL

*  PR-FMISO de 0,10 a 50,00 pg/mL
Tenint en compte els valors limits per a cada analit (1,50 pg FMISO/mL i
3,50 ug/mL sumatori de PR-FMISO i IMP-FMISO) es pot considerar que el
meétode analitic és adequat per a les condicions d’assaig. Fora de l'interval

de cada analit no es pot assegurar la linealitat, per tant no seran valors
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quantificables. En el cas d’obtenir valors superiors als validats per
quantificar s’hauria de diluir la mostra o bé procedir a validar valors
superiors. En cas d’obtenir valors inferiors no és possible validar ja que
s’ha demostrat la no linealitat excloent les solucions SF12 o SF11. No és
d’esperar obtenir valors inferiors o majors als validats dins el rang que
sigui d’interes quantificar-los.
Limit de deteccié i limit de quantificacio
Existeixen diferents metodes descrits a la guia ICH Q2 (R1): Validation of Analytical
procedures® per determinar els limits de deteccié i de quantificacié depenent de si el
meétode és instrumental o no (inspeccid visual, basat en la relacié senyal-soroll, basat en la
desviacio estandard de la recta de I'analit, basat en la desviacid estandard del blanc, basat
en la corba de calibracid). La guia també cita que es poden usar altres metodes sempre
que es justifiquin i es demostrin.
Encara que en principi estigui indicat per a metodes no instrumentals, en el cas dels
meétodes d’estudi escollim el metode d’inspeccio visual per tal de determinar el LD: el fet
que els RFs s’administrin en microdosi fa que els patrons de menor concentracio usats per
a 'estudi de linealitat siguin molt proxims a la linia base (senyal/soroll) i a les condicions
d’us, per la qual cosa es pot treure profit d’aquests cromatogrames i establir visualment la
minima quantitat de cada analit que es pot determinar en cada metode analitic.
Respecte al LQ, s’utilitza I'equacié on LQ és el valor igual a 3 vegades el LD sempre que
estigui dins el rang de linealitat estudiat. Aixi un cop determinat el LD i l'interval de
linealitat, el LQ és facilment calculable.
En el cas del métode analitic per al *'C-PIB, el valor de 3xLD en els dos analits és superior
al valor menor de la corresponent recta de calibracio, per tant s’agafa com a valor de LQ
el de la recta de calibracié al ser el menor valor quantificable (taula 23).
En el cas dels 3 analits del métode analitic per al ®F-FMISO, el valor de 3xLD en I'analit
FMISO és superior al valor menor de la corresponent recta de calibracid, per tant s’agafa
com a valor de LQ el de la recta de calibracid per ser el valor menor quantificable. En el
cas de PR-FMISO i IMP-FMISO, s’agafa com a LQ el primer valor de la recta de calibracid ja
que el valor 3xLD no esta inclos dins la recta (taula 24).
Precisi6 i exactitud
Es prepararen patrons a concentracions limit de cada analit, pero en el cas dels analits PR-

FMISO i IMP-FMISO, al ser I'especificacié sumatoria, es preparen a 1 pg/mL.
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En el test de precisio es considera:

- Repetibilitat diverses injeccions d’'una mateixa mostra per a un mateix operari, aixi
només s’estudia la variabilitat associada al propi métode analitic.

En el cas dels dos RFs d’estudi, es pot observar que les injeccions de placebo no presenten
area de PRs (ni PR-PIB taula 25, ni PR-FMISO taula 28). Aix0 es deu a quée aquesta
impuresa de la reaccié no sempre esta present, ja que depen del procés de purificacid. El
fet de no disposar d’aquest valor no es creu significatiu per a I'assaig ja que, com es pot
observar a les taula 25 per Y'C-PIB i a les taula 28 per *F-FMISO, es tenen diverses
injeccions d’una mateixa mostra on I'analit és PR-PIB o PR-FMISO i el CV de l'operari en
els dos casos compleix el criteri d’acceptacié (CV <5 %).

- Precisié intermitja, considerant com a variabilitat I'associada a diferents operaris,
s’estudia el CV global de diverses injeccions d’'una mateixa mostra realitzada per diferents
operaris. Es descarta realitzar la variabilitat associada a diferents dies d’estudi ja que es té
establert que sempre que es realitza un test s’injecten els patrons i es fa un test
d’idoneitat intern en el mateix dia.

A la taula 31, es pot observar que per a I'analit IMP-FMISO s’obté un valor de CV de 5,23
%, s’accepta el valor ja que s’agafa el CV sense decimals arrodonint-se al valor 5 i a més
tots els altres valors obtinguts pel mateix operari i del mateix analit (taula 28) compleix el
criteri d’acceptacio (1,34 %).

- Exactitud, s’utilitza I’analisi estadistic de t-Student en una mostra dopada.

BE_EMISO: PQ per TLC

= Selectivitat:

- No existeix cap compost de la mostra que interfereixi en la determinacié
del catalitzador, a més la coloracié de la taca del patré criptand
concentrat és de més intensitat que la mostra dopada amb criptand que
conté menys quantitat de criptand (taula 32, figura 20).

= Limit de deteccid

- S'observa que en augmentar la concentracié d’analit (criptand) augmenta

la coloracid grisa (taula 33).

- La minima quantitat detectable de criptand és de 35 pg/mL (taula 33).
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5.1.1.7 Conclusions
PQ per HPLC
- Selectivitat
= Els métodes analitics per HPLC validats pels RFs d’estudi tenen la capacitat de
separar el principi actiu de les seves impureses habituals de sintesi i els
dissolvents usats (fase mobil i matriu) no constitueixen una interferencia.
- Linealitat: el métode analitic és lineal dins els rangs indicats
= Perals analits de "'C-PIB:
* PIBde0,13a1,95 pg/mL
=  PR-PRIB de 0,09 a 1,30 ug/mL
= Per als analits de **F-FMISO:
=  FMISO de 0,06 a 58,50 ug/mL
* IMP-FMISO de 0,11 a 53,50 pg/mL
*  PR-FMISO de 0,10 a 50,00 pg/mL
- Limit de deteccid i limit de quantificacid, s’"han determinat i s’indiquen a continuacio.
=  Per als analits de *'C-PIB:
= PIBellDésde0,07 ug/mLiel LQ ésde 0,13 ug/mL
* PR-PRIBel LD és de 0,04 ug/mL i el LQ és de 0,09 ug/mL
*  Per als analits de **F-FMISO:
* FMISO el LD és de 0,03 ug/mL i el LQ és de 0,06 ug/mL
* IMP-FMISO el LD és de 0,03 pg/mLiel LQ és de 0,11 ug/mL
* PR-FMISO el LD és de 0,03 pg/mLiel LQ és de 0,10 pg/mL
- Precisi6 i exactitud
= Els metodes analitics testats presenten per a cada analit una precisié conforme:
repetibilitat (CV < 5 %) i precisio intermitja (CV < 5 %); i una exactitud (tex, < ttap)

gue supera la prova t-Student.

BE_EMISO: PQ per TLC

= Selectivitat:
- El métode analitic validat és capag de separar el catalitzador criptand dels
altres components d’una mostra de **F-FMISO.
= Limit de deteccid
- El metode és capag de diferenciar diferents concentracions de criptand.

- EILD ésde 35 pg/mL.
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5.1.2 Puresa radioquimica

5.1.2.1 Introduccié

La monografia de la Ph. Eur. sobre preparacions radiofarmaceutiques® indica el requeriment de
portar a terme el test de PRQ en els RFs. La PRQ és un control especific per als RFs que s’engloba
dins dels tests que determinen les impureses quimiques®, concretament es determinen les
impureses radioquimiques, i s’utilitza com a test d’identificacié del producte final. En el cas dels
RFs d’estudi, com que es tracten com a medicaments en investigacié sense monografia especifica,
caldra coneixer previament el seu perfil d'impureses radioquimiques i desenvolupar un metode

adequat per determinar-les.

S’entén com a PRQ d’una preparacio radiofarmacéutica, la relacid, expressada en percentatge,
entre la radioactivitat provinent del radiontclid en la forma quimica d’interes i el total de la
radioactivitat lligada al radiontclid de la preparacié radiofarmacéutica®, essent la forma quimica
d’interes el principi actiu que se sintetitza durant les etapes de produccié del RF. La causa de la
determinacid de la PRQ, és que el procés pot generar altres compostos radioactius que no sén el

d’interés. Per aix0, concretament, en el cas dels RFs d’estudi la PRQ és en cada cas:

- La radioactivitat provinent del C-11 en la forma quimica de C-PIB (principi actiu)
respecte el total de la radioactivitat Iligada al C-11 de la preparacio radiofarmaceutica
d’estudi (sumatori principi actiu més impureses marcades amb C-11).

- La radioactivitat provinent del F-18 en la forma quimica de “®*F-FMISO (principi actiu)
respecte el total de la radioactivitat lligada al F-18 en la preparacié radiofarmaceutica
(sumatori principi actiu més impureses marcades amb F-18).

Les impureses que es determinen en el test de PRQ poden provenir de’:

- I'etapa de produccié del radionuclid

- les etapes de sintesi del principi actiu

- I'etapa de purificacio, per exemple a causa d’una purificacié incompleta

- I'estabilitat del producte final durant I'emmagatzematge del producte.
Per tant, el métode analitic per determinar la PRQ ha de ser capa¢ de separar les diferents
impureses radioquimiques que contenen el radiontclid d’interés i permetre el calcul del

percentatge d’activitat lligada al radiondticlid en la forma quimica d’interés>®.
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Els principals metodes analitics descrits a la monografia de preparacions radiofarmaceutiques per
a la determinacié de la PRQ sén: la HPLC , la cromatografia en paper, la cromatografia de capa

fina, la cromatografia de gasos, la cromatografia d’exclusié i I'electroforesi’®.

Tal com es realitza en I'apartat de PQ, durant la fase inicial d’investigacid i desenvolupament del

procés de sintesi de cada RF d’estudi s’ha definit per a cadascun d’ells:

- les possibles impureses radioquimiques a determinar
- I'especificacio pel test

- els métodes analitics a validar.

Impureses radioguimiques i especificacid

Tal com s’ha comentat, aquestes impureses provenen de diferents etapes del procés de
produccid, per tant cal estudiar i coneixer per a cada RF el seu procés de produccid per tal de
determinar les impureses que el procés pot generar. Al mateix temps és important revisar les

45-50

principals monografies de RFs PET per veure per a cadascun d’ells quines impureses es

determinen i establir I'especificacié de PRQ.

“cpiB

Les possibles impureses que es poden generar de la sintesi de **C-PIB sén: ''C-CO, **C-CH, *'C-
CHsl, "'C-CH;OTf i les provinents del procés de metilacid. Totes aquestes impureses sén eliminades

61-63

durant les diferents etapes del procés i en la fase de purificacié final per HPLC®™™. Per tant,

considerant la baixa probabilitat de trobar impureses en el producte final i tenint en compte

48-50

I'especificacié establerta pels RFs marcats amb C-11 de la Ph. Eur.””™, s’estableix com a

especificacié de PRQ_ pel RF *'C-PIB com: PRQ "'C-PIB > 95 %.
¥F-FMISO

Igual que en el cas anterior, no s’espera trobar impureses radioquimiques en el producte final ja
que son eliminades durant les diferents etapes del procés i en la fase de purificacio final per HPLC.
Consultant el Dossier de *F-FMISO del National Cancer Institute®®, una de les possibles impureses
radioquimiques a trobar és I'i6 *F-Fluorur (**F) lliure no lligat a cap molécula. Aixi que
considerant tot el que s’ha esmentat i revisant les monografies pels RFs marcats amb F-18 de la

Ph. Eur.**, s’estableix com a especificacié de PRQ pel RF ®F-FMISO com: PRQ **F-FMISO > 95 %.
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Metode analitic a validar

Generalment en els RFs PET, a causa de la curta semivida del radioisotop, s’utilitza el mateix
meétode analitic de HPLC per determinar tant la PQ com la PRQ, d’aquesta manera amb una sola
analisi s’obtenen els resultats de diferents especificacions. En cas de requerir-se es pot

complementar la determinacié de la PRQ per HPLC amb una altra analisi.

El metode analitic desenvolupat per determinar la PRQ dels RFs d’estudi és el mateix metode
analitic usat per a la determinacioé de la PQ. Per tant els dos tests es realitzen en paral-lel, és a dir,
en la mateixa analisi utilitzant les mateixes condicions en el mateix equip de HPLC al qual s’enllaga
un detector de radioactivitat o isotopic en série al detector UV usat per determinar la PQ (figura

21ifigura 22).

Cal mencionar que el Dossier de F-FMISO del National Cancer Institute®®, afegeix un control
complementari al métode de HPLC per determinar el *®F, es tracta d’un control mitjancant TLC.
Perd en el cas del métode de HPLC desenvolupat per *®F-FMISO en aquest treball, es creu que pot
determinar la presencia de I'ié *®F-Fluorur i per tant s’incloura en la validacié per tal de no haver

de fer un control complementari al de HPLC amb tot el que suposa.

Els parametres i les condicions analitiques del metode a validar per a cada RF s’expressen a les

taules pertinents dins I'apartat de metodologia.

Figura 21. Imatge on es mostra un HPLC amb diferents detectors connectats en série, per tal de

determinar en la mateixa analisi la puresa quimica i la puresa radioquimica.

HPLC

Detectors
en série
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Figura 22. Cromatograma obtingut de I’analisi d’una mostra de ''C-PIB, on es pot observar el
cromatograma del detector UV (UV1) per a la determinacié de la puresa quimica i el
cromatograma obtingut del detector isotopic (ADHV-1) per a la determinacié de la puresa

radioquimica.

FETENTE i Epe hrwa il )

Validacio dels métodes analitics

Pel que fa a la validacié del metode analitic per a la determinacié de la PRQ se segueix la guia
sobre validacié dels métodes analitics ICH Q2 (R1)*’. Tal com s’ha comentat a I'apartat de PQ,
aquesta guia defineix diferents parametres a validar en funcidé del tipus de metode analitic a

validar. En el cas dels dos RFs d’estudi, en la PRQ:

- Es determina que la mostra conté una quantitat superior o igual al parametre
d’especificacié expressat en percentatge, per tant el métode és considerat com un test
limit per al control d’'impureses (Limit test for the control of impurities). De tal manera que
segons la guia ICH Q2 (R1)* aplicara la validacié dels parametres de selectivitat i LD.

- Sidentifica el producte final, per tant és també un test d’identificacio (identification test),
que té com a requeriment validar la selectivitat.

Per tant, els parametres a validar seran: selectivitat i LD. Aixd no obstant, es decideix profunditzar

en la validacid i també s’estudiara el parametre de linealitat.

Parametres de validacio

- Selectivitat
Seguint la definicié de I'apartat de PQ, la selectivitat pel metode analitic de PRQ és la

capacitat que té el meétode analitic de separar el principi actiu de les impureses
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radioactives derivades de la sintesi com: PRad, formes radioquimiques del principi actiu
(formes parcialment metilades o hidrolitzades, isomers...) també s’estudiara la influéncia
del propi metode analitic: la fase mobil.

- Linealitat i limit de deteccio
El LD és la minima quantitat de radioactivitat que es pot detectar utilitzant el metode
analitic a validar i la mostra.
Quant a la linealitat, s’estudiara la relacié entre I'area mesurada pel metode analitic a

validar respecte a 'activitat de la mostra en els diferents temps d’analisi.

S’haura de valorar I'impacte en la validacié de qualsevol canvi en el procés de fabricacié (sintesi,

composicio del producte final...) i en els métodes analitics, i revalidar els parametres pertinents.

5.1.2.2 Hipotesi
Els métodes analitics definits per determinar la PRQ_pels dos RFs d’estudi *'C-PIB i **F-FMISO sén

validables per a la determinacié de la PRQ seguint la ICH Q2 (R1)*’.

En el cas de ®F-FMISO, el métode analitic desenvolupat no requereix d’una analisi

complementaria per TLC per determinar la impuresa “F".

5.1.2.3 Objectius

Validar els metodes analitics per determinar la PRQ pels dos RFs d’estudi, definint:

- MC-PIB i ®F-FMISO: PRQ per HPLC
= Selectivitat
- Demostrar que cada métode analitic és capac de separar el principi actiu
marcat radioactivament de les seves impureses radioactives habituals de
sintesi i que el dissolvent usat (fase mobil) no constitueix una
interferencia.
= Linealitat
- Determinar l'interval en el qual I'area mesurada de cada metode analitic
és proporcional a la concentracié d’activitat en el temps.
= Limit de deteccid
- Determinar per a cada metode analitic la minima quantitat detectable de
radioactivitat lligada a I'analit.
- Demostrar amb la validacié que el meétode analitic desenvolupat per *F-FMISO no

necessita una analisi complementaria per TLC per determinar la impuresa *°F .
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5.1.2.4 Metodologia
- Metode analitic

= S'utilitza el mateix métode analitic adjunt a la taula 5 per a la determinacié de PQ,

perd posant en serie el detector UV indicat a la taula 5 i el detector isotopic:
- Detector isotopic gamma GABI de Raytest (Detector RAD).

= Es preparen els seglients patrons per a cada RF segons indicacions de la taula 34
per "C-PIB i de la taula 35 per ®*F-FMISO. Existeixen patrons comuns amb la
validacio de PQ, a les taules només s’indica la composicié i/o concentracid; per a

la seva preparacid, cal consultar les taules 6 i 7 respectivament.

Taula 34. Puresa radioquimica per HPLC. A la taula s’indiquen les dissolucions patré per a la
validacié del métode analitic de puresa radioquimica del RF 'C-PIB. Per a la preparacié dels

patrons BP i P3 cal consultar la taula 6.

Patrons puresa radioquimica per HPLC

Blanc de PIB (BP) 100 % fase mobil.

Patré PIB + PR-PIB (P3) Concentracid: 1,3 ug PIB/mL i 0,13 pg PR-PIB/mL.

“c.piB

PIB Mostra problema (PMP) Dissolucid injectable de 'C-PIB.

PIB Mostra activimetre (PMA) 200 uL de PMP en un vial de 1 mL.

Taula 35. Dissolucions patrd per a la validacié del metode analitic de puresa radioquimica del RF

BE_.FMISO. Per a la preparacié de BF i F3 cal consultar la taula 7.

Patrons PQ per HPLC

Blanc de FMISO (BF) 20 % d’acetonitril en aigua (FM gradient temps 0).

Patré de FMISO + PR-FMISO + Concentracio: 1 pg FMISO/mL, 1 pg PR-FMISO/mL, 1
IMP-FMISO (F3) ug IMP-FMISO/mL.

FMISO mostra  problema Dissolucié injectable de *F-FMISO.
(FMP)

¥ mostra problema (FLMP) Mostra de 'F (obtinguda directament del

BE_FMISO

bombardeig del ciclotré segons apartat 4.6.2.1

Generacid i concentracié d’ié Fluorur (**F)).

®F-FMISO mostra activimetre 1.000 plL de FM en un vial.
(FMA)
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= Per a cada métode analitic es relitzen les seglients injeccions considerant les
condicions d’estudi descrites:

- Meétode "'C-PIB

= Una injeccié de: dissolucié BP, dissolucid P3.
= Mostra PMP: es realitzen un minim de 6 injeccions diferents
durant un periode aproximat de 2 hores.

- Meétode *F-FMISO

= Unainjeccié de: dissolucié BF, dissolucié F3, mostra FLMP.
= Mostra FMP: es realitzen un minim de 6 injeccions diferents
durant un periode aproximat de 3 hores.

- En els dos métodes analitics, al mateix temps que es realitza cada injeccid
de mostra (PMP, FMP) es mesura I'activitat de PMA i FMA mitjangant un
activimetre (model: CRC®-15PET de Capintec).

- Selectivitat
= Es determinen els TR de tots els analits presents en els patrons d’estudi. En el cas
del principi actiu o altres compostos radioactius que es determinen en la mostra
final (PMP, FMP) es calcula la mitjana del TR de les diferents injeccions per a cada
compost.
= Es considera validada la selectivitat si no existeixen analits que elueixin en el
mateix TR que el principi actiu i que la fase mobil (BP, BF) no interfereixi en la
determinaciod dels compostos estudiats.
- Linealitat
= S'utilitzen les dades de les diferents injeccions al llarg el temps de les mostres
PMP i FMP i les dades d’activitat obtingudes mitjancant I'activimetre.
= Esrepresental’equacio de la recta:

- Abscisses: activitat de I'analit mesurada per I'activimetre (MBq).

- Ordenades: area obtinguda de principi actiu (*'C-PIB o '®F-FMISO) en el
detector RAD per a cada injeccié segons correspongui.

= S’estima l'interval de linealitat realitzant un test d’ajust per minims quadrats:

- Coeficient de correlacié de la recta de calibracié: R*> 0,990.

- Linterval de confianca de I'ordenada a I'origen que inclou el zero (veure
equacio 1 dins metodologia linealitat del apartat 5.1.1. PQ).

*  Escalculen els FRs (Area/Activitat) per a cadascuna de les injeccions i el CV (%).
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- Limit de deteccio

* Escalculael LD

Equacié 3.
3,3*%0
S

LD =

On o és la desviacid estandard (error tipic) i S el pendent de la recta

5.1.2.5 Resultats
- Selectivitat i limit de detecci6
RF 'C-PIB
A les taules adjuntes es detallen els resultats obtinguts.
Taula 36. ''C-PIB puresa radioquimica per HPLC. Resultats de la injeccié del blanc (BP) i de

la dissolucié patrons de PIB (P3). TR és el temps de retencid.

Mostra Detector UV Detector RAD
TR (min) TR (min)
Dissolucié BP Fase mobil ND ND
Dissolucié P3 PIB 2,88 ND
PR-PIB 1,47 ND

ND: No detectable

Taula 37. "'C-PIB puresa radioquimica per HPLC. Resultats de les injeccions de la mostra
de dissolucié injectable de *'C-PIB (PMP). Es calcula la mitjana i el coeficient de variacié
(CV) del temps de retencié (TR) de cada injeccid per a cada compost. A la taula s’indica

també el % d’area que representa cada compost en el detector RAD.

Puresa radioquimica: resultats injeccio PMP

Detector RAD Detector UV
Hora Impuresa radioquimica “c-pIB PIB
TR (min) % TR (min) % TR (min)
12:06 2,35 1,51 2,83 98,49 2,87
12:20 2,33 1,57 2,82 98,43 2,85
12:32 2,33 1,80 2,82 98,20 2,85
12:41 2,33 1,55 2,82 98,45 2,85
12:51 2,33 1,63 2,82 98,37 2,85
13:23 2,35 1,94 2,83 98,06 2,87
14:10 ND ND 2,85 100,00 2,88
Mitjana 2,34 NA 2,83 NA 2,86
CV (%) 0,44 NA 0,39 NA 0,45

ND: No detectable, NA: No aplica
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RF “*F-FMISO

A les taules adjuntes es detallen els resultats obtinguts.

Taula 38. ®F-FMISO puresa radioquimica per HPLC. Resultats injeccié del blanc (BF),
dissolucio de patrons de FMISO (F3) i de mostra de Fluorur-18 (FLMP). TR és el temps de

retencio.
Mostra Detector UV Detector RAD
TR (min) TR (min)
Dissolucié BF Fase mobil ND ND
Dissolucio F3 IMP-FMISO 2,05 ND
FMISO 3,43 ND
PR-FMISO 5,92 ND
Dissolucié FLMP | **F ND 1,55

ND: No detectable

Taula 39. ®F-FMISO puresa radioquimica per HPLC. Resultats de les injeccions de la
mostra de dissolucié injectable de ®F-FMISO (FMP). TR és el temps de retencié. Es calcula
la mitjana i el coeficient de variacié (CV) del TR de cada injeccié per a cada compost. A la

taula s’indica també el % d’area que representa cada compost en el detector RAD.

Puresa raioquimica: resultats injeccié FMP

Detector RAD Detector UV
18p- BE.FMISO FMISO
Hora TR (min) % TR (min) % TR (min)
13:27 1,57 2,64 3,50 97,36 3,45
14:14 1,52 4,55 3,50 95,45 3,45
15:18 1,53 4,18 3,52 95,82 3,47
15:44 1,53 3,88 3,50 96,12 3,45
16:14 1,52 3,62 3,52 96,38 3,47
16:45 1,53 4,37 3,50 95,63 3,47
Mitjana 1,53 NA 3,51 NA 3,46
CV (%) 1,21 NA 0,29 NA 0,32
NA: No aplica
Linealitat
RF 'c-PIB

= Es realitzaren les injeccions de la dissolucié de 'C-PIB i es mesura |'activitat a
cada temps d’injeccio (taula 40).
= Escalcula el FR per a cada injeccid i el seu CV.

= Esvarealitzar la recta de calibracié (Figura 23).
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= Escalcula I'interval de confianca de cada recta (taula 41).
Taula 40. 'C-PIB puresa radioquimica per HPLC, linealitat. Resultats de les injeccions de la
mostra de dissolucié injectable de *C-PIB (PMP) al llarg de dues hores d’estudi pel principi

actiu (*'C-PIB). FR és el factor de resposta i CV el coeficient de variacié.

c-pIB PRQ: Estudi linealitat

Patré6 | Hora Area Activitat FR
c-piB (MBq)  (Area/Activitat)
1 12:06 124.225,10 133,99 927,12
2 12:20 75.881,00 83,78 905,68
3 12:32  48.500,75 56,07 865,05
4 12:41 35.049,50 42,00 834,46
5 12:51  25.299,29 29,17 867,19
6 13:23 7.336,63 9,91 739,98
7 14:10  1.461,11 1,99 733,33
Mitjana 838,97
CV (%) 9,06

Figura 23. C-PIB puresa radioquimica per HPLC, linealitat. Recta de calibracid.
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Taula 41. 'C-PIB puresa radioquimica per HPLC, linealitat. Taula dels resultats obtinguts a
partir de la recta de calibracid (figura 23). A la taula s’indica el valor de la recta de
calibracio, l'interval de confianga (IC 95 %) i el coeficient de correlacié de la recta de

calibracié (R?).

Recta de calibracié IC95 % R?

c-piB Y=934,38x-2.249,7 (- 4.574,81,75,49) 0,999

RF “*F-FMISO
»  Es realitzaren les injeccions de la dissolucié de ®F-FMISO i es mesura I'activitat a
cada temps d’injeccié (taula 42).
= Escalcula el FR per a cada injeccid i el seu CV.
= Esrealitza la recta de calibracié (Figura 24).

= Escalcula l'interval de confianca de cada recta (taula 43).

Taula 42. ®F-FMISO puresa radioquimica per HPLC, linealitat. Resultats de les injeccions
de la mostra de dissolucid injectable de **F-FMISO (FMP) al llarg de tres hores d’estudi pel

principi actiu (*|*F-FMISO). FR és el factor de resposta i CV el coeficient de variacio.

BE_EMISO PRQ;: Estudi linealitat

Patré | Hora Area Activitat FR
BF-FMISO  (MBq)  (Area/Activitat)
1 13:27 925.634,8 61,05 15.161,91
2 14:14 593.509,6 37,74 15.726,27
3 15:18 348.607,3 25,09 13.896,49
4 15:44 284.597,4 19,24 14.791,96
5 16:14 221.067,6 15,91 13.894,88
6 16:44 175.157,3 12,21 14.345,40

Mitjana 14.636,15
CV (%) 4,99
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Figura 24. "®F-FMISO puresa radioquimica per HPLC, linealitat. Recta de calibracié.

Mrea vs Activitat ""F-FMIS0

Area "F-FMISO

Activitat "FFMIS0 [MBg)

Taula 43. ®F-FMISO puresa radioquimica per HPLC, linealitat. Taula dels resultats
obtinguts a partir de la recta de calibracié (figura 24). A la taula s’indica el valor de la recta
de calibracid, I'interval de confianga (IC 95 %) i el coeficient de correlacié de la recta de

calibracié (R?).

Recta de calibracié IC95 % R?

18
F-FMISO Y=15.636x-214,66  (-61.440,45,18.508,18) 0,997

Limit de deteccid
RF 'c-PIB
= El LD calculat per C-PIB té un valor de 3,19 MBq (considerant desviacié
estandard = 904,52, pendent = 934,38)
RF “*F-FMISO
* El LD calculat per ®F-FMISO té un valor de 3,04 MBq (considerant desviacié
estandard = 14.397,66, pendent = 15.636)
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5.1.2.6 Discussio

El metode analitic escollit per a determinar la PRQ presenta I'avantatge de poder muntar en serie
el detector isotopic, necessari per a la determinacié de la PRQ, amb el detector UV necessari per a
la determinacié de la PQ. D’aquesta manera es pot analitzar al mateix temps i en la mateixa
analisi tant la PQ com la radioquimica. Aquesta caracteristica dona un valor addicional al metode

validat.

L’especificacié definida per a cada RF, PRQ > 95 %, es basa en les monografies existents de RFs
PET**° marcats amb els mateixos radiontclids (C-11 i F-18), en publicacions cientifiques®*®® i
addicionalment en el cas de *F-FMISO consultant el seu Dossier del National Cancer Institute.
Una altra observacié és que les mostres analitzades, PMP i FMP, compleixen I'especificacié

definida PRQ > 95 % (taula 37 i 39).

- Selectivitat
=  Pel "C-PIB:

- El pic que s’observa tant en el detector RAD de TR 2,83 min com en el
detector UV de TR 2,86 min (taula 37), s’identifica com a pic provinent del
principi actiu, 'C-PIB, ja que coincideix amb el pic observat del patré no
radioactiu de PIB que té un valor de 2,88 min (taula 36). Cal considerar
gue existeix un cert retard en el TR del mateix compost entre els dos
detectors atés que els detectors UV i RAD estan muntats en serie de
manera que la mostra passa primer per un detector i després per I'altre
segons disposicio en I'equip.

- Quant a la mostra de "C-PIB (PMP) s’observa també un pic que es
tractaria d’una impuresa no coneguda a TR 2,34 min (taula 37). Cal
considerar que les possibles impureses que es poden generar de la sintesi
de C-PIB i les provinents del procés de metilacid, no existeixen com a
patrons. Davant d’aquesta problematica, no és possible identificar
aquesta impuresa amb la metodologia d’estudi. De totes maneres tenint
en compte I'estudi portat a terme per Philippe et all®!, on demostra que
no es formen impureses derivades de la metilacié (no es forma 6-(*'C)-
MeO-BTA-0), el pic d’'impuresa no coneguda es limita a les segilients
possibles impureses: *'C-CO,, *'C-CH,, *'C-CHsl, **C-CH,OTf.

- Quant a la separacio, entre les possibles impureses i el principi actiu, es

demostra que existeix bona separacio ja que tant la impuresa radioactiva,
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com el principi actiu, 1c_pIB, elueixen a TR diferents: 2,34 min versus 2,83
min respectivament (taula 37). Com és d’esperar, la fase mobil no déna
senyal radioactiu en el metode analitic usat (taula 36).

- Per tant amb tot el que s’ha exposat es pot considerar que el metode
analitic de PRQ per "'C-PIB presenta una optima separacié entre els
possibles analits radioactius i per tant supera el test de selectivitat.

= Pel *F-FMISO:

- La possible impuresa radioactiva d’una dissolucié injectable de “*F-FMISO
és I'ié ®F-Fluorur lliure segons el Dossier del National Cancer Institute®.
El Dossier afegeix un control complementari de TLC per a la determinacio
de "F-Fluorur. Perd en aquest treball de validacié a causa que I'ié **F-
Fluorur presenta I'avantatge que es pot sintetitzar a la mateixa planta i,
per tant, és possible obtenir-lo, es decideix sintetitzar-lo com a patré
(FLMP) i estudiar-lo en la validacié del metode analitic de HPLC.

- En els cromatogrames de mostra de '*F-FMISO (FMP) s’observa que
presenten la impuresa d’ié *®F-Fluorur, ja que es detecta un pic radioactiu
a TR 1,53 min (taula 39) que coincideix amb el TR del pic radioactiu
observat en el patré injectat de dissolucié d’ié *®F, TR de 1,55 min (taula
38).

- També s’observa un segon pic tant en el detector RAD de TR 3,51 min
com en el detector UV de TR 3,46 min (taula 39), aquest pic s’identifica
com el principi actiu, ja que coincideix amb el pic observat en el patré no
radioactiu de FMISO que té un valor de 3,43 min (taula 38).

- Al mateix temps s’observa que tant la impuresa radioactiva, i6 **F-Fluorur,
com el principi actiu, BELEMISO, elueixen a TR diferents: 1,53 min versus
3,51 min respectivament (taula 39). Com és d’esperar la fase mobil no
ddéna senyal radioactiu en el metode analitic usat (taula 38).

- Per tant, es pot considerar que el métode analitic de PRQ_ per “*F-FMISO
presenta una optima separacié entre els possibles analits radioactius i no
es fa necessari un test complementari de TLC al poder-se determinar amb

el metode analitic d’estudi.
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- Linealitat

El parametre de linealitat, no és necessari determinar-lo, ja que es tracta d’un test
limit per al control d’'impureses (Limit test for the control of impurities) per la ICH
Q2 (R1)”’. De tal manera que, segons la guia, només aplicaria la validacié de
selectivitat i LD. De totes maneres s’afegeix estudiar la linealitat com a parametre
informatiu per veure la resposta del detector RAD respecte a I'activimetre.
S’observa que cada metode analitic per a cada RF presenta linealitat en obtenir
un coeficient de correlacié major de 0,990 dins el rang estudiat (taula 41 C-PIB,
taula 43 **F-FMISO).

Cal considerar que l'estudi de linealitat és d’utilitat sempre que la mostra
compleixi I'especificaci6 de PRQ ja que en el parametre d’area de la mostra
només s’inclou I'area del principi actiu.

Una altra observacié derivada de I'estudi de linealitat és sobre el FR. En el cas de
C-PIB presenta un coeficient de variacié superior al 5 %, perd inferior al 10 %
(taula 40) i en el cas de *®F-FMISO presenta un valor inferior perd proxim al 5 %
(taula 42). Aquest fet s’atribueix a haver utilitzat un equip per a determinar
I'activitat amb una sensibilitat inferior al detector isotopic gamma emprat per

| ™'C-PIB, com el radioisotop presenta una semivida

I'HPLC. Per aix0 en el cas de
més curta que el F-18 del RF ®F-FMISO, augmenta el CV. Una possible millora
d’aquesta metodologia seria utilitzar un equip per mesurar |'activitat de major

sensibilitat, com un comptador de pou, en lloc d’un activimetre.

- Limit de deteccio

Existeixen diferents métodes descrits a la guia ICH Q2 (R1)*” per a determinar el
limit de deteccid.

En el cas dels metodes d’estudi, aprofitant que s’estudia la linealitat, s’escull el
meétode de la desviacié estandard de la resposta i del pendent (Standard
deviation of the Response and the Slope). Els altres métodes disponibles com la
inspeccié visual o el basat en la relacié de senyal/soroll, es descarten considerant
la propia inestabilitat del radionuclid, sobretot en el cas del C-11.

S’observa que els dos metodes analitics presenten un LD semblant d’activitat
aproximadament d’un valor de 3 MBq. Aix0 és deu a que s’utilitza el mateix
detector i a qué el radionuclid dels dos RFs d’estudi tenen el mateix tipus

d’energia de desintegracio.
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5.1.2.7 Conclusions
- Selectivitat
= El métode analitic validat per "'C-PIB i per *F-FMISO és capa¢ de separar el
principi actiu marcat radioactivament de les seves impureses radioactives
habituals de sintesi i el dissolvent usat (fase mobil) no constitueix una
interferéncia.
- Linealitat
= Els metodes analitics validats pels dos RFs sén lineals presentant un coeficient de
correlacié major de 0,990.
- Limit de deteccid
S’ha determinat el LD de cada RF presentant els valors que s’indiquen a continuacio.
= 'C-pIB: 3,19 MBq
= F-FMISO: 3,04 MBq
- El meétode analitic desenvolupat per a ®F-FMISO no requereix d’una analisi

complementaria per TLC per a determinar la impuresa d’i6 **F-Fluorur.
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5.1.3 Concentracid radioactiva i activitat especifica

5.1.3.1 Introduccié
La caracteristica més important i intrinseca dels RFs que els diferencia dels farmacs convencionals

és la radioactivitat o en termes generals activitat.
L’activitat depen del temps i sempre cal expressar-la fent referéncia temporal.

S’entén com activitat d’'una mostra d’una substancia radioactiva el nimero d’atoms que es
desintegren per unitat de temps. Essent dN el nimero d’atoms radioactius que s’han desintegrat
en l'interval comprés entre t i t + dt, I'activitat en un instant t vindra determinada per I'equacio

4.
Equacié 4. Equacioé d’activitat d’'una mostra

_ dN|
T dt

La unitat d’activitat en el Sistema Internacional és el becquerel®:
1 Bq =1 desintegracié per segon (1 d.p.s.)

Cal mencionar que a la practica s’utilitza més freqlientment la denominada unitat especial

d’activitat, el curie (Ci)®*:
1Ci=3,7x10"d.p.s. =3,7x 10" Bq

Pero I'activitat d’una mostra d’una substancia radioactiva no fa referéncia al volum o a la massa
del material radioactiu en el qual es produeixen les transformacions radioactives®’. D’aqui
deriven el concepte de concentracid radioactiva (CR) i d’activitat especifica (Asp), que consideren

el volum i la massa respectivament.

Concentracié radioactiva

La CR es defineix com la radioactivitat d’'un radionuclid per unitat de volum de la preparacié
radiofarmacéutica®. La seva unitat és GBg/mL. Es un parametre que permet calcular I'Asp i el

volum de la dosi a injectar.

Activitat especifica

L'Asp es defineix com la relacié entre la radioactivitat per unitat de massa del producte final

(GBg/umol) i es determina en el control de qualitat a partir de la CR (GBg/mL) i I'invers de la
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concentracié en massa (mL/pmol). Es un concepte més complex al reflectir la massa total en la

que es produeixen les desintegracions.

Per entendre el concepte s’ha de consultar la definicié d’Asp de la IUPAC que defineix I’Asp com
I'activitat d’un radiondclid dividida per la massa resultant de la suma de tots els isotops

xvi

radioactius i estables de I'element isotopic implicat™.

Per tant, la massa que considera I’Asp incorpora la massa tant dels isotops radioactius com dels
isotops estables de I'element isotopic de la mostra, que en el cas dels RFs d’estudi, es refereix al

Carboni i al Fldor.

La causa de I'existéncia dels diferents isotops del mateix element es deu al procés de sintesi i al

propi element.

En el cas del Carboni, a la natura es troben 3 isotops naturals el C-12, C-13 i el C-14 amb una
abundancia del 98,89 %, 1,11 % i traca respectivament. EI C-12 i C-13 sén isotops estables, el C-14
és un isotop radioactiu que es pot considerar estable ates que la seva semivida és d’uns 5.730

anys®®. Aquests isdtops naturals es poden incorporar durant la sintesi per diferents vies:

- Durant la produccié del PRad: en el procés d’irradiacio, en cas d’existéncia d’'impureses en
el blanc, impureses derivades de diferents components del ciclotrd: valvules, reguladors
de pressio, finestres del ciclotrd i també restes de dissolvents hidrocarbonats utilitzats per
a netejar les peces de metall®®’.

- Durant la sintesi del RF, *C-PIB: incorporacié de contaminats provinents de I’atmosfera

(**C-C0,), alliberacié de compostos quimics i no desitjats provinents de les connexions o

dels reactors, a causa de la preséncia d’isdtops estables en els reactius de sintesi®.

En el cas del Flior, només es troba un Unic isdtop natural i estable que és el F-19%°. Aquest es pot

incorporar durant la sintesi per diferents vies®:

- A causa de materials com tubs de teflé
- A causa de certs contaminants provinents dels reactius usats en la sintesi com el criptand
o el carbonat de potassi

- Provinents de certs materials usats per a la purificacié, com les resines d’intercanvi ionic

(QMA).

xvi

La definicid assumeix que els isotops (estable i radioactiu) estan presents en la mateixa forma quimica i fisica de
s , . Lo , . . ). (66,67
manera que es comporten identicament en un procés radioquimic i en I’Gs del radionuclid™"".

-97-



5. Part experimental: metodologia i resultats

Per tant, el fet d’incorporar isotops naturals a la molécula final del RF influira en els elements de
I'Asp de la seglient manera: la radioactivitat vindra donada per |'isotop radioactiu artificial
generat (C-11 o F-18) i la massa vindra generada majoritariament pels isotops naturals essent

practicament negligible la massa aportada per I'isotop radioactiu artificial generat (figura 25).

Figura 25. Influencia dels isotops en els components de I'activitat especifica.

¥ ERaiso Y C.PIB

Radioactivitat (GEq) 40— Nolécules F-18 Molacules C-11

Ay =

p

massea (umol)
&— Molécules F-15 555 F-18 Melécules C-12 +C-13+C-14 555 C-11

El valor d’Asp influeix quan es realitzen estudis amb RFs. Tot estudi té una dosi estandard a
administrar en unitats de radioactivitat (MBg o mCi), en el cas dels RFs d’estudi la dosi estandard
d’un adult generalment és de: 740 MBq (20 mCi) de *C-PIB i 370 MBq (10 mCi) de **F-FMISO.
Aquesta dosi ha de tenir suficient activitat/radioactivitat per permetre obtenir una bona qualitat
d’imatge pero al mateix temps ha de ser suficientment baixa per evitar la saturacié dels detectors
del tomograf PET i al mateix temps assegurar una baixa dosi d’exposicio a la radiacié pel pacient i
evitar efectes no desitjats a causa de la radiacid®. Per tant, al ser I'activitat/radioactivitat fixa, la

massa a injectar dependra de I’Asp obtinguda al final de la sintesi.

El que interessa en els RFs d’Us diagnostic és injectar poca massa per tal d’assegurar la dosi traca,
és a dir, una dosi sense activitat farmacologica. Per tant, la sintesis dels RFs d’estudi s’han
d’optimitzar per tal d’obtenir una Asp alta: una elevada radioactivitat al final de la sintesi i baixa
massa. D’aquesta manera la dosi a injectar contindra poca massa i s’assegurara I'administracio de

la dosi traga (figura 26 i 27).

Figura 26. Activitat especifica. A la figura s’observa I'objectiu final d’una sintesi que és obtenir una

activitat especifica alta.

T P .T.Rmh'nrrrr.?l'z'mr (B
. S ¢.r.‘rm55ﬂ {pmol)
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Figura 27. Influencia de I'activitat especifica. Exemple visual de dos estudis del mateix RF on
s’injecta la mateixa dosi radioactiva perd s’han obtingut activitats especifiques diferents en la
sintesi. L'estudi amb activitat especifica major assegura la dosi traga, per contra I'estudi amb
activitat especifica inferior al injectar més massa del producte produeix més ocupacié de

receptors i no assegura la dosi traca.

2 estudis—2Asp# —Injectar = dosi radioactiva

@A"hi' Fr!'EI— | Massa injectada — | Ocupacio receptors — Dosi Traga
@__.1,,1. w_ [Massa injectada — TOcupacio receptors = [MI

Aquest fet és conegut com I'efecte de la massa® i és especialment important per RFs que
s’uneixen a receptors, sobretot si els receptors sén de baixa densitat o bé la unio és irreversible, i
també en la recerca translacional quan es fan estudis PET cerebrals en animals petits de

laboratori, a causa de les diferéncies de pes entre els humans i els animals petits de laboratori®.

En el cas dels RFs d’estudi la determinacié de I’Asp té certa rellevancia considerant els seus

mecanismes d’accié:

- C-PIB s’uneix de forma reversible als receptors especifics de les fibril-les peptidiques
B-amiloides (Ap) caracteristica patologica de la malaltia d’Alzheimer’.
- BF-FMISO és un marcador de teixit hipoxic que s’uneix covalentment a molécules

cel-lulars de forma inversament proporcional a la concentracié d’oxigen®.

Per tant, considerant per a cada RF la dosi estandard per un adult i els limits de PQ establerts per

a cada principi actiu (apartat 5.1.1 PQ), es defineixen els segilients valors:

C-PIB:
= L’Asp minima a I'hora d’injeccié (h.i.) ha de ser Asp > 14,56 GBg/umol (393,5
Ci/mmol)¥’. D’aquesta manera s’assegura el limit de PQ pel principi actiu PIB,
definit a 13 pg. Es a dir una solucié "'C-PIB amb una Asp de 14,56 GBg/pmol
(393,5 Ci/mmol) i una dosi estandard de 740MBq (20 mCi) suposara una dosi
maxima de PIB 0 6-OH-BTA-1 de 13 pg™".

xvii

Considerant que el pes molecular de PIB és de 256,32 g/mol51.
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= La CR minima a h.i. per tal d’assegurar una dosi de 740MBq (20 mCi) considerant

que el volum maxim d’injeccio és de 10 mL ha de ser CR = 74 MBg/mL (2 mCi/mL).
®F-FMISO

= |’Asp minima a h.i. ha de ser Asp > 4,662 GBg/umol (126 Ci/mmol)*®*®%, D’aquesta
manera s’assegura el limit de PQ_pel principi actiu FMISO, definit a 15 pg. Es a dir
una solucié **F-FMISO amb una Asp de 4,662 GBg/umol (126 Ci/mmol) una dosi
de 370MBq (10 mCi) suposara una dosi maxima de FMISO de 15 pg*"**,

= La CR minima a h.i. per tal d’assegurar una dosi de 370MBq (10 mCi) considerant

que el volum maxim d’injeccio és de 10 mL ha de ser CR = 37 MBg/mL (1 mCi/mL).

5.1.3.2 Hipotesi
El procés i els materials de sintesi definits i utilitzats per a la produccié dels dos RFs d’estudi
permeten obtenir una CR i una Asp adequades per realitzar els estudis PET en les condicions

definides.

5.1.3.3 Objectius
Obtenir concentracions radioactives i activitats especifiques dins els parametres definits pels dos

RFs d’estudi, *'C-PIB i *®F-FMISO.

5.1.3.4 Metodologia

Per a cada RF es calcula la CR i I’Asp en 3 lots de la seglient manera:

- Esrealitzen 3 sintesis de cada RF.
- Determinacid de I'activitat:
= Es determina 'activitat d’una mostra de 200 pL de cada lot produit mitjangant un
activimetre (model: CRC®-15PET de Capintec).
- Determinacié de la PQ del principi actiu en la mostra:
= Utilitzant el metode de HPLC corresponent per a cada RF descrit a I'apartat 5.1.1
PQ, es determina la concentracidé en la mostra de principi actiu de cada lot per a

cada RF.

xviii

Considerant que el pes molecular de FMISO és de 189,14 g/mol53.

En el limit establert per a I'Asp de B EMISO (Asp = 126 Ci/mmol) s’observen diferéncies respecte a I'especificat per
I'IND publicat pel National Cancer Institute (Asp = 125 Ci/mmol). Aquest fet es deu a qué I'IND considera I'equivaléncia
del limit de dosi de FMISO 15 ug a 80 nmol. En canvi en aquest article es considera que 15 pug son 79,3 nmols al ser el
pes molecular de FMISO 189,14 g/molss.

Xix
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- Determinacio de la concentracio:
= Escalculala CR de cada lot per a cada RF segons I'equacié adjunta (Equacid 5).
Equacié 5. Equacid per al calcul de la concentracié radioactiva (CR) d’una mostra.

S'utilitzen les dades obtingudes de la mesura de la radioactivitat en I'activimetre.

_ Activitat (MBq)
~ Volum (mlL)

- Determinacié de I'Asp
= Es determina a partir de I’equacio 6, considerant la concentracié de principi actiu

calculada per a cada mostra de cada RF en el test de PQ i la CR.

Equacid 6. Equacio per al calcul de I'activitat especifica (Asp) d’una mostra.

Activitat(GBq) CR de la mostra (GBq/mlL)

Asp = =
5P massa(umolL)  Concentraci6 del principi actiu (umol/mL)

5.1.3.5 Resultats

Es va realitzar la determinacié de la CR i I’Asp usant els 3 lots de validacié de cada RF.

Els calculs realitzats i els valors que es van obtenir per a cada lot d’estudi es resumeixen a les
taules que s’adjunten a continuacié, Taula 44 resultats de ''C-PIB i Taula 45 resultats de “F-

FMISO.

Taula 44. Calculs i valors obtinguts de concentracio radioactiva i d’activitat especifica en els 3 lots

51
|

de validacié pel RF 'C-PIB, considerant que el pes molecular de PIB és de 256,32 g/mol*! i h.c. és

I’hora del control, CR és la concentracio radioactiva i Asp és I'activitat especifica.

Activimetre Puresa quimica PIB CR (h.c.) Asp (h.c.)

MBq h.c. pul  ug/mL  pmol/mL MBg/mL mCi/mL GBg/umol Ci/mmol
lotl | 78,21 16223 200 | 2,41  9,4E-03 | 391,07 10,57 41,54  1.122,72
Lot2 | 43,07 16:13 200 1,27 5,0E-03 | 215,34 5,82 43,41 1.173,17
Lot3 | 45,55 12:13 200 1,26 4,9E-03 | 227,77 6,16 46,28 1.250,74
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Taula 45. Calculs i valors obtinguts de concentracio radioactiva i d’activitat especifica en els 3 lots
de validacié pel RF ®F-FMISO, considerant que el pes molecular de FMISO és de 189,14 g/mol> i

h.c. és I’hora del control, CR és la concentracio radioactiva i Asp és I'activitat especifica.

Activimetre Puresa quimica CR (h.c.) Asp (h.c.)

FMISO

MBq h.c. upuL  pg/mL  pmol/mL MBg/mL mCi/mL GBg/umol Ci/mmol
lot1l| 102,9 12:28 200 | 0,50 2,6E-03 514,30 13,90 194,55 5.258,09
lLot2 | 93,6 13:19 200 | 0,55 2,9E-03 468,05 12,65 160,96 | 4.350,22
Lot3 | 384,1 13:26 200 | 1,29 6,8E-03 | 1.920,30 51,90 281,55 7.609,59

5.1.3.6 Discussié
Un fet a tenir en compte per a validar un RF i elaborar la documentacié de qualitat, és que tant
I’especificacié de CR com I’Asp depenen de la dosi a administrar de cada RF. Per aixo s’ha definit

un valor limit de cada parametre de tal manera que:

- La CR sigui la minima concentracié per tal d’assegurar la dosi d’estudi de cada RF
considerant que el volum maxim d’injeccid establert per a cada RF és de 10 mL.
- Respecte a I’Asp, s’ha definit un valor minim considerant la dosi d’estudi per tal que no

suposés una dosi superior a I'especificacié en massa del principi actiu.

Ex: en el cas del ™C-PIB amb una Asp > 14,56 GBg/pmol (393,5 Ci/mmol)*’ considerant la dosi
d’estudi de 740MBq (20mCi) no se sobrepassa la dosi maxima de PIB (13 ug). En el cas BE.FMISO
Asp > 4,662 GBg/umol (126 Ci/mmol)®®, considerant la dosi d’estudi de 370MBq (10mCi) no se

sobrepassa la dosi maxima de FMISO (15 pug).

Pot succeir que estudis d’un mateix RF requereixin dosis (MBq, mCi) a administrar diferents a les
definides, per exemple: quan s’estudien zones on la captacié del RF és menor i es requereix més
dosi de RF, o estudis que necessitin una especificaci6 menor d’Asp, per exemple per raons
d’interferéncia en la quantificacié. Per aixd és recomanable posar els valors de CR i Asp com a
valors merament informatius a calcular en el control de qualitat d’un RF i que aixi consti en la
documentacié de qualitat. De fet, les monografies especifiques de RF no donen cap valor de CR i
d’Asp. Aquests valors en cas de medicaments en investigacido es poden definir en el protocol
d’estudi i aixi el Dossier del RF es pot utilitzar per a diferents estudis sense que calgui cap

modificacié al respecte.
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Quant als valors obtinguts, es demostra que se superen els valors minims establerts per a cada

parametre i s'observa:

5.1.3.7

Amb els valors obtinguts de CR per a cada RF, valor menor 1copIB 215,34 MBg/mL i 8.
FMISO 468,05 MBg/mL, considerant les dosis a administrar: 740 MBq i 370MBq
respectivament, i la semivida del radioisotop de cadascun d’ells, 20,4 min® i 110 min®
respectivament, es podria administrar més d’una dosi de RF de la mateixa sintesi en cas
que es disposés de diferents tomografs o els requeriments d’estudi ho permetessin.

Els valors obtinguts d’Asp dels dos RFs estan per sobre dels valors establerts, valor menor
obtingut de ''C-PIB 41,54 GBqg/umol (Asp > 14,56 GBg/umol) i el de *F-FMISO 160,96
GBg/umol (Asp > 4,662 GBg/umol ). A més, aquests valors sén semblants a valors
publicats per a cada RF, **C-PIB: 30-60 GBq/umol’ i **F-FMISO: 48,1 — 122,1 GBg/umol”’,
47-70 GBq/umoIn. Pel C-PIB existeixen publicacions recents d’optimitzacié de la sintesi
que aconsegueixen valors d’Asp: 143 + 26 GBg/umol” i 180 GBg/pmol®’. Traslladant-ho al
treball aqui presentat; es creu que optimitzant el modul de sintesi s’aconseguirien valors

majors. De totes maneres son valors aptes per a realitzar assajos clinics.

Conclusions
El valors obtinguts de CR i d’Asp en els tres lots de validacid estan dins el criteri
d’acceptacié de cada RF considerant les dosis a administrar establertes.
El procés i els materials de sintesi definits i utilitzats per a la produccié dels dos RF
d’estudi permeten obtenir una CR i una Asp al final de la sintesi adequades per realitzar

els estudis PET en les condicions definides.
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5.1.4 Dissolvents residuals

5.1.4.1 Introduccié
Els dissolvents residuals sGn compostos quimics organics volatils que s’utilitzen o es produeixen
durant la fabricacié de substancies actives o excipients o en la preparacié de medicaments i que

477 per a determinar-los

no s’eliminen completament per técniques de fabricacié convencionals
s’utilitza el test de dissolvents residuals que forma part dels tests analitics per determinar
impureses, ja sigui del producte objecte d’analisi, d’'un principi actiu, d’'un excipient o d’un

medicament.

Els RFs PET d’estudi, *®F-FMISO i ''C-PIB, utilitzen compostos quimics volatils durant les diferents
etapes de la seva produccio, per tant, cal realitzar el test de dissolvents residuals. La monografia
de la Ph. Eur. sobre preparacions radiofarmaceutiques®® en fa referéncia i especifica que els limits
per a cadascun d’ells vénen determinats pel capitol general de la mateixa Ph. Eur. 5.4. Dissolvents
residuals” que inclou la ICH Q3C (R5) Impurities: Guideline for Residual Solvents (Impureses: Guia

dels dissolvents residuals)”’.

La metodologia més utilitzada per a determinar-los son les técniques cromatografiques com és la
cromatografia de gasos (CG). Concretament, la Ph. Eur. recomana un metode basat en la CG,
capitol 2.4.24. Identification and control of residual solvents” (Identificacié i control dels
dissolvents residuals). En cas que no sigui possible aplicar-lo, es permet I'Us d’un altre métode si
esta validat de forma apropiada’; es a dir, seguint la guia de Validacié de métodes analitics ICH
Q2 (R1)’. En el cas dels RFs d’estudi, atés a la curta semivida dels radioisotops, es desenvolupa un
meétode per CG que en poc temps pugui determinar tots els possibles dissolvents residuals

presents en el producte final.

Per tant, considerant tot el que s’ha exposat, s’utilitzara el capitol 5.4. Dissolvents residuals de la
Ph. Eur.”* per establir els dissolvents residuals a determinar i definir els seus limits, i la guia de
Validacié de metodes analitics ICH Q2 (R1)’’ per a validar el métode analitic desenvolupat

especificament per als RFs d’estudi.
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Metode analitic a validar

La CG és una tecnica cromatografica de separacid de mescles de productes volatils o semi-volatils
basada en la diferent distribucié entre compostos al passar per dues fases no miscibles: la fase
mobil que és el gas transportador, que passa per la fase estacionaria que es troba compactada en

una columna’®®,

La mostra s'introdueix en el port d'injeccié del cromatograf (figura 28) on es volatilitza i els vapors
o gasos formats sén arrossegats per un gas inert a una columna cromatografica. El diferent grau
d'interaccié dels components de la mescla amb la fase estacionaria de la columna permet la seva
separacid. Finalment, els components separats poden ser detectats, caracteritzats i quantificats
emprant diversos detectors. De l'analisi s’obté un cromatograma, on els parametres més
rellevants per a obtenir els resultats de la mostra sén (figura 29), el TR i I'area de la mostra, que
tal com s’ha comentat en l'apartat 5.1.1 PQ, el TR és un parametre qualitatiu que permet
identificar I'analit en comparacié amb un patré estandard analitzat a les mateixes condiciones
cromatografiques, i I'area de l'analit és un parametre quantitatiu, que préviament havent
analitzat un estandard de l'analit de concentracié coneguda es pot determinar la quantitat

d’aquest analit a la mostra.

Figura 28. Components d’un Cromatograf de Gasos: injector, fase mobil (gas portador), fase

estacionaria (columna introduida dins el forn) i detector.

Gas partador

Ingect
d ol Fase mabil

e Detector

Columna dins el forn
Fase estaciondria
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Figura 29. Cromatograma obtingut d’una mostra de diferents patrons de dissolvents residuals,
RetTime és el temps de retencié (parametre qualitatiu) i Area és I'area de la mostra (parametre

guantitatiu).
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Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] [pA*s] %
S e et | | SR j o silanins s sS an
1 2.368 BB 0.0324 1103.74707 7.39996 METANOL
2 2.971 BV 0.0275 2650.62354 17.77083 ETANOL
3 3.047 vB 0.0292 1760.37439 11.80225 ETER
4 3.259 BV 0.0229 3340.17554 22.39386 ACETONA
5 3.412 VB 0.0217 296.19589 1.98581 ACETONITRILO
6 3.918 wv 0.0159 2211.43506 14.82634 AC. DE ETILO
i 3.998 VB 0.0161 473.95068 3.17755 THF
8 5.213 BB S Q0.0273 3079.08374 20.64340 DMSO
Totals : 1.49156ed4 100.0000

Dissolvents residuals a determinar i especificacions

Els dissolvents residuals sdn un parametre critic de la sintesi d’un medicament i cal realitzar una
seleccié adequada tant per aconseguir un bon rendiment de reaccié6 com per obtenir uns
parametres adequats del producte final (solubilitat, puresa, estabilitat...). Segons el capitol 5.4.
Dissolvents residuals de la Ph. Eur.”, els dissolvents residuals s’han d’eliminar el maxim possible
del producte final per tal de complir amb les especificacions, ja que el producte final no pot

contenir nivells més elevats que els nivells que les dades de seguretat no puguin justificar.

Tant la Ph. Eur.”” com la ICH®”” classifiquen els dissolvents residuals en 3 nivells en funcié de la

seva toxicitat:

- Classe 1: Dissolvents dels quals cal evitar-ne IUs.
Sén dissolvents de toxicitat no acceptable que el seu Us no esta permés excepte sota

justificacio basada en una analisi de risc-benefici.
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- Classe 2: Dissolvents a limitar.
Sén dissolvents de menor toxicitat que els de classe 1, el seu Us s’ha de limitar per tal de
protegir els pacients de possibles efectes adversos.

- Classe 3: Dissolvents de baixa toxicitat.

Sén els dissolvents menys toxics, els que preferiblement s’han d’utilitzar.

Aquests dissolvents estan llistats en un annex de la Ph. Eur. on es mostra la seva classificacio en

base als estudis disponibles de seguretat de cadascun d’ells.

Per tal de poder identificar quins dissolvents residuals s’han de determinar en el control de
qualitat dels RFs d’estudi i per a definir el seus limits, es procedeix a estudiar el procés de

produccié de cada RF.
Els dissolvents en un RF PET poden provenir:

- De la neteja del modul de sintesi: en el cas dels RFs d’estudi, a diferéncia dels
medicaments convencionals, acabada una produccié els moduls de sintesi queden amb
uns nivells de radioactivitat que no permeten la carrega manual dels dissolvents de neteja
per tant la neteja del modul de sintesi és un pas previ immediat a la fabricacid. Aixi que en
cada lot que es produeix es determinen els dissolvents de neteja en el producte final.

- Del procés de produccié: els dissolvents sén necessaris per dissoldre els diferents
materials de partida que intervenen en la sintesi dels RFs, com per exemple els PRs de
sintesi.

- De la purificacié: les fases mobils d’'HPLC o de purificacié en cartutx necessiten de
dissolvents per a poder-se realitzar.

- De la reconstitucio final: a part de I'aigua per a injectables o el serum fisiologic, a vegades
és necessari afegir dissolvents i estabilitzants del procés radiolitic com és el cas de

I’etanol.

A continuacié s’adjunta una taula (taula 46) amb els dissolvents que participen en cada etapa de

sintesi dels RFs d’estudi.
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Taula 46. Llistat de dissolvents utilitzats en les diferents etapes de produccié dels RFs d’estudi

amb una breu explicacié de la seva funcio en el procés de produccid.

Etapa procés 'C-PIB BE_FMISO
produccid
Neteja - Acetona, éter, etanol: neteja del - Acetonai eter: per a la neteja del
modul de sintesi. modul de sintesi.
- Etanol 70 % neteja del HPLC. - Etanol 70 % neteja del HPLC.
Sintesi - Acetona: dissolucio del precursor - Acetonitril: dissolucié del
de sintesi. criptand i del precursor de

sintesi, i també per a la fase de

destil-lacio azeotropica.

Purificacio - Acetonitril fase mobil - Etanol: fase mobil
(45 % Acetonitril/ (97,5 % Aigua per injectables/ 2,5
55 % Formiat amonic). % Etanol).

Formulacié - Etanol: dissolvent i estabilitzant al - Etanol dissolvent i estabilitzant al

10 %. 2,5 %.

Detectats els dissolvents que cal determinar en el metode analitic, per tal d’establir els seus limits,

es classifiquen segons la seva toxicitat seguint I’lapendix 1 capitol 5.4 de la Ph. Eur.”:

— Classe 2: acetonitril.

- Classe 3: etanol, éter, acetona.

Quant als seus limits, també s’estableixen en funcié de la Ph. Eur.”, gue considera que:
- Per als dissolvents de classe 2 s’estableix a partir de la PDE, Permited Daily Exposure o
exposicié diaria permesa, de cada dissolvent.
- Per als dissolvents de classe 3, al ser menys toxics, es considera que quantitats de 50
mg/dia que corresponen a una dosi de 5.000 ppm sén acceptables sense justificacié. En
cas de tenir un dissolvent de classe 3 amb una concentracid final major de 5.000 ppm cal

justificar-ho.

A la taula 47 es llisten els dissolvents a validar on s’indica la seva classificacio i els seus limits.
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Taula 47. Classificacié dels dissolvents a validar pel metode analitic de cromatografia de gasos

dels RFs d’estudi en funcié del capitol 5.4. Dissolvents residuals de la Ph. Eur.”.

Dissolvent Classe Especificacio PDE
Etanol Classe 3 5.000 ppm NA
Eter Classe 3 5.000 ppm NA
Acetona Classe 3 5.000 ppm NA
Acetonitril Classe 2 410 ppm 4,1 mg/dia

PDE: Permited Daily Exposure o exposicio diaria permesa, NA =no aplica.

En el cas dels dissolvents de classe 3, la Ph. Eur.”® cita que es poden acceptar quantitats superiors
sempre que sigui justificable en base a les capacitats de produccid i a les NCF. Aquest és el cas
dels nivells d’etanol en els RFs d’estudi, ja que es requereixen nivells superiors de 5.000 ppm a
causa de la poca solubilitat dels principis actius, tant de PIB com FMISO en solucié salina,
demostrada en els estudis de solubilitat realitzats en PEl n? 09-006>" i PEI n210-105%*
respectivament. En aquest estudis es conclou que es necessita que la solucio final contingui un 10
% i un 2,5 % d’etanol respectivament. Per tant, I'Us de nivells d’etanol superiors als permesos es
deu a problemes de solubilitat i es pot considerar que I'administracié és segura en base a que en
la practica médica s’utilitza solucié d’etanol al 10 % amb una dosi de 7,6 - 10 mL/kg durant 30-60
min via intravenosa com a tractament de I'acidosi metabolica associada a la ingesta de metanol o
etilenglicol®’. De tal manera que, els RFs d’estudi, mai sobrepassaran aquesta dosi, ja que
s’administren en una dosi Unica de com a maxim 10 mL. Per tant, I’etanol es determinara, pero

sera un parametre merament informatiu.

Validacio dels métodes analitics

Per tal de poder-los utilitzar en la rutina, cal procedir a la validacié del métode analitic seguint la

guia de Validacié de métodes analitics ICH Q2 (R1)*’ adoptada per 'EMA.

En el cas del metode d’estudi es tracta d’un test limit per al control d’impureses (Limit test for the
control of impurities) pel qual, segons la guia, només aplicara la validacid dels seglents
parametres: selectivitat i LD (Figura 15). Aix0 no obstant, igual que s’ha fet en la validacié de PRQ
(apartat 5.1.2. PRQ), es decideix a profunditzar en la validacid i estudiar el parametre de linealitat
gue ens donara una estimacid de la capacitat de quantificacidé del metode respecte a la

concentracio d’analit.
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Parametres de validacio

- Selectivitat
Es valorara la capacitat que té el métode analitic de separar els diferents dissolvents que
es poden trobar en la solucié final de cada RF d’estudi i que la matriu dels patrons i de
cada RF no interfereix en la determinacié.

- Linealitat/rang
La linealitat és la capacitat que té el metode analitic, dins un rang, d’obtenir un resultat
directament proporcional a la concentracié de I’analit a la mostra.
Cal estudiar I'interval de linealitat de cada dissolvent.

- Limit de deteccié
El LD és la minima quantitat d’un analit que es pot detectar utilitzant un metode analitic i

es determinara per a cada dissolvent residual.

S’haura de valorar I'impacte i revalidar els parametres pertinents, en cas de qualsevol canvi en el

procés de fabricacié (sintesi, composicié del producte final) i en els metodes analitics.

5.1.4.2 Hipotesi
El métode analitic definit per determinar els dissolvents residuals dels RFs d’estudi *F-FMISO i
1C-PIB és validable per a la determinacié dels dissolvents residuals seguint la guia de Validacié de

meétodes analitics ICH Q2 (R1)’.

5.1.4.3 Objectius
Validar el métode analitic per determinar els dissolvents residuals dels dos RFs d’estudi, BE_EMISO

i 1'C-PIB, definint:

- Test de dissolvents residuals
= Selectivitat:

- Demostrar que el metode analitic és capac¢ de separar els diferents
dissolvents residuals identificats i que la matriu usada no constitueix una
interferéncia.

= Llinealitat:

- Determinar l'interval en el qual el métode analitic és proporcional a la
concentracié de cada analit.

= Limit de deteccid

- Determinar la minima quantitat de cada analit que es pot detectar.
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5.1.4.4 Metodologia
- Metode analitic
Els parametres i les condicions analitiques del métode analitic a validar per a cada RF

s’expressen a la taula 48.

Taula 48. Cromatografia de Gasos: Condicions i parametres analitics a validar per determinar els

dissolvents residuals.

Dissolvents residuals per Cromatografia de Gasos

Columna cromatografica VF-624 ms Varian (30 m x 32 mm ID, PF=1,80)
Rampa de Temperatura 452C (2,3 min) x 402C/min x 2002C
Rampa de flux de gas portador (Heli) 2 mL/min (3 min) x 3 mL/min”x 9 mL/min
Flux d’aire sintétic 400 mL/min
Flux d’hidrogen 30 mL/min
Temperatura de I'injector (inlet) 2309C
Temperatura del detector 2302C
Volum d’injeccié 1uL
Meétode Splitless (sense divisié de flux)
Dissolvent de rentat de xeringa Aigua
Temps d’analisi 6,2 min
Patrd intern Acetat d’etil
Detector Detector d’ionitzaci6 de flama
(FID, Flame lonization Detector)

- Selectivitat
= Es preparen les segilients dissolucions de referencia

Dissolucions mare: es preparen les dissolucions per separat de cada patré agafant

la quantitat indicada de cada dissolvent de la taula 49 enrasant amb aigua

purificada mitjancant un matras aforat de capacitat segons s’indica.

Patrons DDRR: es preparen les segones dissolucions diluint a la meitat la
concentracié. S’agafa la quantitat indicada de cada patrd anterior enrasant amb
aigua purificada mitjancant un matras aforat de capacitat segons s’indica a la

taula 50.
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Taula 49. Dissolucions patré mares per a la validacié del metode analitic de dissolvents residuals.

A la taula s’indica el volum que cal agafar de cada patrd i el volum d’enras. També s’anota la

densitat per al calcul de la concentracié final.

Densitat Volum a Volum d’enras  Concentracio
Patro Dissolvent ) ]
(g/mL) pipetejar (uL) (mL) (ppm)
ETL1 Etanol 0,790 633 50 10.000
EDL1 Eter dietilic 0,715 699 50 10.000
ACT1 Acetona 0,790 633 50 10.000
ACN1 Acetonitril 0,786 52 50 820
Pl1 Acetat d’etil 0,903 277 25 10.000

Taula 50. Cromatografia de gasos, selectivitat: Preparacié de les dissolucions patré diluides a la

meitat. A la taula s’indica el volum que cal agafar de cada patrd i el volum d’enras. També s’anota

la concentracié final.

Patrd a Volum a Volum d’enras Concentracio
Patro Dissolvent
pipetejar pipetejar (uL) (mL) (ppm)
ETL2 Etanol ETL1 5 10 5.000
EDL2 Eter dietilic EDL1 5 10 5.000
ACT2 Acetona ACT1 5 10 5.000
ACN2 Acetonitril ACN1 5 10 410
P12 Acetat d’etil P11 5 10 5.000

Dissolucions de la mostra problema: La mostra de cada RF es prepara agafant un

volum conegut de mostra (100 L) i el mateix volum de patré intern (PI) (100 uL) a
concentracié 10.000 ppm (PI1) i agitant amb vortex per tal d’homogeneitzar el

contingut.

Es realitzen 6 injeccions de cada patré DDRR.
Es calcula el CViel TR per patré DDRR.
Es realitza una injeccié d’aigua purificada i una injeccié d’una dissolucid final de

cada RF.
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= Criteri d’acceptacio:

- Es comprova que no existeixi cap dissolvent residual que elueixi en el
mateix TR i que ni l‘aigua ni la mostra interfereixin en la deteccié.

- EICV del TR de cada dissolvent ha de ser inferior al 2 %.

- Linealitat
= Es preparen els patrons segons les indicacions seglients:

- Solucié patré mare de tots els dissolvents (PMP): es pipetegen 7.500 uL
d’etanol i 1.250 uL de cadascun dels dissolvents a estudiar i s’enrasa amb
aigua fins un volum de 25 mL (concentracid: etanol 23.7000 ppm, eter
dietilic 35.750 ppm, acetona 39.500 ppm, acetonitril 39.300 ppm).

- Solucié de patré intern (Pl): es pipetegen 1.000 ulL d’acetat d’etil i
s’enrasa amb aigua fins un volum de 100 mL (concentracié: 9.030 ppm).

- Solucions patré de linealitat (Pn2): Segons la taula 51, per a cada patro
Pne, es pipeteja el volum indicat de solucié PMP i 5 uL de PI, finalment
s’enrasa a 10 mL amb aigua purificada.

Taula 51. Cromatografia de gasos, linealitat: Dissolucions patré per a la validacié del parametre
de linealitat del metode analitic de Cromatografia de gasos per a la determinacié de dissolvents
residuals. A la taula s’indica els volums necessaris de patré PMP per preparar cada patré Pn2i la

concentracié final de cada analit i del patrd intern.

Patrons pL patré Etanol Eter Acetona  Acetonitril Acetat d’etil
Pn? PMP ppm pPpm ppm pPpm pPpm
P1 3.000 71.100 10.725,0 11.850 11.790 4.515
P2 2.000 47.400 7.150,0 7.900 7.860,0 4.515
P3 1.500 35.550 5.362,5 5.925 5.895,0 4.515
P4 1.000 23.700 3.575,0 3.950 3.930,0 4.515
P5 500 11.850 1.787,5 1.975 1.965,0 4.515
P6 200 4.740 715,0 790 786,0 4.515
P7 100 2.370 357,5 395 393,0 4.515
P8 70 1.659 250,2 276,5 275,1 4.515
P9 50 1.185 178,7 197,5 196,5 4.515
P10 30 711,0 107,2 118,5 117,9 4.515
P11 20 474,0 71,5 79,0 78,6 4.515
P12 10 237,0 35,8 39,5 39,3 4.515
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Patrons pL patré Etanol Eter Acetona  Acetonitril Acetat d’etil
Pne PMP ppm pPpm pPpm pPpm pPpm
P13 5 118,5 17,9 19,8 19,7 4.515
P14 2 47,4 7,2 7,9 7,9 4.515
P15 1 23,7 3,6 4,0 3,9 4.515
P16 0,5 11,9 1,8 2,0 2,0 4.515
P17 0,3 7,1 1,1 1,2 1,2 4.515

= S’injecta cada solucié preparada per ordre de concentracié creixent (de P1 a P17).
= Es calcula el FR de cada concentracio de cada patrd que és |'area corregida (area
dissolvent/area PIl) dividida per la concentracio corregida (concentracid dissolvent
/concentracio Pl) del patrd.
= Es representa I'equacid de la recta per a cada dissolvent amb els patrons que
compleixin el criteri d’acceptacid del FR.
- Abscisses: concentracié d’analit dividida per la corresponent concentracié
de Pl (ppm analit/ppm acetat d’etil).
- Ordenades: area obtinguda per a cada concentracié dividida per l'area
corresponent obtinguda de Pl (area analit/area d’acetat d’etil).
= Criteri d’acceptacio:
- Els FRs per a cadascuna de les concentracions de cada dissolvent no
presenten dispersio.
= CV<10%
- S’estima linterval de linealitat realitzant un test d’ajust per minims
quadrats:
» Coeficient de correlacié de la recta de calibracié: R? > 0,990.
= Ll’interval de confianca de I'ordenada a l'origen inclou el zero
(veure equacié 1 dins metodologia linealitat de I'apartat 5.1.1.
PQ).
- Limit de deteccid
= Esrealitza la inspeccid visual de tots els cromatogrames de I'estudi de linealitat.
= Criteri d’acceptacio:
- LD és la concentraci6 minima de cada analit que el seu senyal es

diferencia del soroll instrumental.
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5.1.4.5 Resultats
- Selectivitat
= Esrealitzaren les 6 injeccions de cada patré DDRR i es va calcular el corresponent

CV dels TR de les 6 injeccions per a cada analit (Taula 52).

Taula 52. Cromatografia de gasos, selectivitat: Resultats estudi de selectivitat pel metode
analitic de dissolvents residuals. A la taula, es mostra per a cada dissolvent la mitjana del

temps de retencid de les 6 injeccions i el coeficient de variacio (CV).

Dissolvent Mitjana del CV (%)

temps de retencié (min)

Etanol 2,975 0,19
Eter dietilic 3,037 0,13
Acetona 3,254 0,11
Acetonitril 3,409 0,07
Acetat d’etil 3,934 0,82

= Esrealitza la injeccid unica d’aigua purificada i de mostra de cada RF. Els resultats

foren:
- Mostra d’aigua purificada: no es va obtenir cap pic.
- Mostra de cada RF: només s’obtingué un pic corresponent al TR de
I'etanol.
- Linealitat

= Es realitzaren les injeccions de cada patré (Pn?) per ordre creixent de
concentracid.

= Esvacalcular el FRi el seu CV. Es descartaren per a cada analit els patrons que no
complien un CV del FR menor al 10 % .

= Es va representar I'equacié de la recta de cada analit amb els patrons que
complien el FR. El coeficient de correlacid de la recta de calibracié de cada analit
presenta un valor de R*>0,990.

= Esva estimar l'interval de linealitat realitzant un test d’ajust per minims quadrats.

= S’adjunten taules i grafiques amb els resultats de cada analit: eter dietilic (taula
53 i figura 30), Acetona (taula 54 i figura 31), Acetonitril (taula 55 i figura 32) i
Etanol (taula 56 i figura 33).
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Taula 53. Cromatografia de gasos, linealitat: Taula dels resultats obtinguts en I'estudi de linealitat
del test de dissolvents residuals per a I'analit éter dietilic. A la taula s’indiquen els patrons
analitzats que donaren resposta cromatografica per a I'analit d’estudi, per a cadascun d’ells
s’indica I'area i la concentracio (conc) corregida per la respectiva del patro, el factor de resposta
(FR) i el seu coeficient de variacié (CV), I'’equacié de la recta (Figura 30), el coeficient de correlacio

(R?) i 'interval de linealitat.

Eter dietilic

Patré Conc Eter/ R L Area Eter/ R FR .
Conc PI Area analit Area Pl Area Pl (Area correg.lda
/Conc corregida)
P2 1,58E+00 8.864 4.802 1,846 1,166
P3 1,19E+00 7.671 5.345 1,435 1,208
P4 7,92E-01 3.379 3.744 0,903 1,140
P5 3,96E-01 2.182 4.380 0,498 1,258
P6 1,58E-01 961 4.184 0,230 1,450
P7 7,92E-02 373 3.642 0,102 1,293
P8 5,54E-02 238 3.197 0,074 1,343
P9 3,96E-02 191 3.753 0,051 1,285
P10 2,38E-02 143 4.826 0,030 1,247
P11 1,58E-02 75 4.135 0,018 1,145
P12* 7,93E-03 16 3.897 0,004 0,524
P13* 3,96E-03 36 3.389 0,011 2,675

P14-17 descartats per falta de senyal, P1 només s’estudia per a I'analit etanol, *Patrons
descartats no compleixen amb el CV del FR definit.

Figura 30. Linealitat: equacio de la recta per a I'éter dietilic.
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Taula 54. Cromatografia de gasos, linealitat: Taula dels resultats obtinguts en I'estudi de linealitat
del test de dissolvents residuals per a I’analit acetona. A la taula s’indiquen els patrons analitzats
qgue donaren resposta cromatografica per a I'analit d’estudi, per a cadascun d’ells s’indica I'area i
la concentracié (conc) corregida per la respectiva del patro, el factor de resposta (FR) i el seu

coeficient de variacié (CV), I'equacié de la recta (Figura 31), coeficient de correlacié (R?) i V'interval

de linealitat.
Acetona
| FR

i Conc Acetona/ R N Area Acetona/ . .

Patré Area analit Area Pl X (Area corregida
Conc PI Area PI .
/Conc corregida)

P2 1,75E+00 8.881 4.802 1,849 1,057
P3 1,31E+00 7.486 5.345 1,401 1,067
P4 8,75E-01 3.605 3.744 0,963 1,101
P5 4,37E-01 2.122 4.380 0,484 1,108
P6 1,75E-01 839 4.184 0,201 1,146
P7 8,75E-02 277 3.642 0,076 0,869
P8 6,12E-02 183 3.197 0,057 0,935
P9 4,37E-02 167 3.753 0,044 1,017
P10 2,62E-02 138 4.826 0,029 1,090
P11 1,75E-02 69 4.135 0,017 0,954
P12* 8,75E-03 15 3.897 0,004 0,440
P13* 4,39E-03 29 3.389 0,009 1,951

P14-17 descartats per falta de senyal, P1 només s’estudia per a I'analit etanol, *Patrons
descartats no compleixen amb el CV FR definit.

Figura 31. Linealitat: equacio de la recta per a I'acetona.
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Taula 55. Cromatografia de gasos, linealitat: Taula dels resultats obtinguts en I'estudi de linealitat
del test de dissolvents residuals per a I'analit acetonitril. A la taula s’indiquen els patrons
analitzats que donaren resposta cromatografica per a I'analit d’estudi, per a cadascun d’ells
s’indica I'area i la concentracio (conc) corregida per la respectiva del patro, el factor de resposta
(FR) i el seucoeficient de variacid (CV), I'equacid de la recta (Figura 32), coeficient de correlacié

(R i 'interval de linealitat.

Acetonitril
N FR
i Conc ACN/ R . 5 Area ACN/ 5 .
Patré Area analit Area Pl s (Area corregida
Conc PI Area PI .
/Conc corregida)
P2 1,74E+00 9.121 4.802 1,899 1,091
P3 1,31E+00 7.520 5.345 1,407 1,078
P4 8,70E-01 3.997 3.744 1,068 1,226
P5 4,35E-01 2.208 4.380 0,504 1,158
P6 1,74E-01 757 4.184 0,181 1,039
P7 8,70E-02 290 3.642 0,080 0,915
P8 6,09E-02 193 3.197 0,060 0,991
P9 4,35E-02 176 3.753 0,047 1,078
P10 2,61E-02 140 4.826 0,029 1,111
P11 1,74E-02 73 4.135 0,018 1,014
P12* 8,70E-03 15 3.897 0,004 0,421
P13* 4,36E-03 30 3.389 0,009 2,054

P14-17 descartats per falta de senyal, P1 només s’estudia per a I'analit etanol, *Patrons
descartats no compleixen amb el CV del FR definit.

Figura 32. Linealitat: equacio de la recta per a I'acetonitril.
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Taula 56. Cromatografia de gasos, linealitat: Taula dels resultats obtinguts en I'estudi de linealitat
del test de dissolvents residuals per a I’analit etanol. A la taula s’indiquen els patrons analitzats
qgue donaren resposta cromatografica per a I'analit d’estudi, per a cadascun d’ells s’indica I'area i
la concentracid (conc) corregida per la respectiva del patrd, el factor de resposta (FR) i el
seucoeficient de variacié (CV), I'equacié de la recta (Figura 33), coeficient de correlacié (R?) i

I'interval de linealitat.

Etanol
N FR
i Conc Etanol/ R . 5 Area Etanol/ R .
Patré Area analit  Area Pl R (Area corregida
Conc Pl Area PI .
/Conc corregida)

P1 1,57E+01 88.910 4.272 20,812 1,322

P2 1,05E+01 57.313 4.802 11,935 1,137

P3 7,87E+00 45.794 5.345 8,568 1,088

P4 5,25E+00 20.897 3.744 5,581 1,063

P5 2,62E+00 12.917 4.380 2,949 1,124

P6 1,05E+00 4.741 4.184 1,133 1,079

P7 5,25E-01 1.928 3.642 0,529 1,009

P8 3,67E-01 1.281 3.197 0,401 1,090

P9 2,62E-01 1.108 3.753 0,295 1,125
P10 1,57E-01 821 4.826 0,170 1,080
P11 1,05E-01 505 4.135 0,122 1,163
P12 5,25E-02 171 3.897 0,044 0,836
P13 2,62E-02 105 3.389 0,031 1,180
P14* 1,05E-02 44 2.849 0,015 1,471
P15* 5,25E-03 34,8 4.645 0,007 1,427
P16* 2,64E-03 14,5 4.674 0,003 1,177

P17 descartat per falta de senyal, *Patrons descartats, no compleixen amb el CV FR defini

Figura 33. Linealitat: equacié de la recta per a I'etanol.
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- Limit de deteccio
= Es va realitzar la inspeccié visual de tots els cromatogrames de |'estudi de
linealitat. La concentracié minima observada de cada analit que el seu senyal es

diferencia del soroll de fons (LD observat) es detalla a la taula 57.

Taula 57. Cromatografia de gasos, limit de deteccié: Taula que indica el limit de deteccid per a

cada dissolvent estudiat.

Eter dietilic Acetona Acetonitril Etanol

Limit de deteccid
18 20 20 12
(ppm)

5.1.4.6 Discussié

El meétode estudiat per a la determinacié de dissolvents residuals mitjancant CG, requereix la
utilitzacié de PI. Aix0 es deu a qué la metodologia de CG és molt susceptible a la manipulacié de
les mostres i al volum d’injeccid, cal tenir en compte que s’injecta 1 uL mentre que per HPLC el
volum és de 25 plL. Al mateix temps és un metode que s’utilitza tant amb injector automatic com
manual, per tant, poden haver-hi oscil-lacions en el volum d’injeccié. Per aquest motiu es
necessita afegir un Pl. Aquest és I'acetat d’etil, dissolvent que compleix tots els requeriments per

poder ser usat com a PI%%:

- no suposa cap interferencia per a I'analisi,
- proporciona un senyal analitic distingible i suficient per tal de ser determinat,

- noestroba ala matriu de la mostra d’estudi.

Amb l'addicié d’una quantitat coneguda de Pl a totes les mostres i estandards, fa que les
fluctuacions del métode analitic afectin proporcionalment tant al Pl com a I'analit, d’aquesta

manera el senyal obtingut corregit pel del Pl permet ser independent d’aquestes fluctuacions®.

Referent a la toxicitat relacionada amb els dissolvents residuals que poden estar presents en el
producte final de cada RF d’estudi, es pot observar que, segons la classificacio de la Ph. Eur. i de la
ICH, cap d’ells és de classe 1, és a dir de toxicitat no acceptable. A causa dels problemes de
solubilitat dels principis actius PIB i FMISO en solucié salina, la solucid final dels RFs estudiats
requereix contenir un 10 % i un 2,5 % d’etanol respectivament. Per tant, tal com permet la Ph.

Eur., cal justificar els valors superiors de 5.000 ppm establerts pel dissolvent etanol, la justificacié
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es basa en els estudis de solubilitat del respectius PEIs (PEI n2 09-006*" i PEl n210-105%) i en la
utilitzacié a la practica clinica d’etanol en el tractament de I'acidosi metabolica que supera les
dosis mencionades. Cal esmentar que els dos PEls i, per tant, aquesta justificacié ha estat

acceptada per ’AEMPS.

En les instal-lacions on es produeixen els RFs d’estudi es fabriquen altres RFs que comparteixen el
mateix equip. Per tal d’evitar temps d’espera entre analisis de RFs (canvi de condicions d’analisi,
de columnes, condicionament d’equip), s‘utilitza el mateix metode analitic per a determinar els
dissolvents residuals en tots ells. Per aixd, es creu oportl mencionar que és un metode analitic
que també s'utilitza per a la determinacid de: metanol, tetrahidrofura i dimetilsulfoxid,
dissolvents residuals presents en el producte final d’altres RFs sintetitzats a les instal-lacions. Per
aquest motiu, certs cromatogrames adjunts presenten com a patré aquests dissolvents residuals,
pero no s’ha considerat reportar la validacio al no aplicar als RFs d’estudi. El que si que s’ha volgut
reportar és la validacié d’etanol a 50.000 ppm ja que és el limit usat per a un altre RF que
presenta problemes de solubilitat i es té definida com especificacié no superar el maxim de
50.000 ppm d’etanol en el producte final. Amb aquesta concentracié es valida al mateix temps la
linealitat de la concentracidé d’etanol de la Ph. Eur. 5.000 ppm, especificacid valida per a la resta

de RFs.

Resumint, el meétode analitic escollit per a determinar els dissolvents residuals presenta
I’'avantatge de poder determinar tots els possibles dissolvents residuals presents en tots els RFs
gue es fabriquen a les instal-lacions, incloent els dissolvents de neteja. A més, permet realitzar-ho
en poc temps (< 10 min) i en les mateixes condicions, aixi es pot dur a terme I'analisi en serie,

sense temps d’espera.

- Selectivitat

= El TR de cada dissolvent presenta un CV inferior al 2 % complint-se el criteri
d’acceptacio (taula 52).

= La separacio entre els TR dels diferents analits és Optima, aixi que encara que es
disposi d’un curt temps d‘analisi (< 10 min) el metode permet una Optima
separacio entre analits (taula 52).

= No s’observa cap pic en el dissolvent emprat per a la preparacié dels patrons
(aigua), I'aigua no interfereix en la determinacio dels dissolvents residuals.

= Quant a la mostra de cada RF només s’observa un pic corresponent a I'etanol, ja

que:
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La mostra no conté cap component que interfereixi en el métode
d’estudi.

La mostra estudiada només conté etanol, per tant, exceptuant I'etanol
gue és un excipient estabilitzant i necessari per a la dilucié del principi
actiu a quantitats detectables, el metode de neteja i de sintesi eliminen
els possibles dissolvents organics que participen en la fabricacié dels RFs
d’estudi, fet a contrastar amb els resultats de la validacié de procés

(apartat 5.2 Validacio de procés).

Es preparen unes solucions que inclouen l'interval de concentracié del 5 - 150 % dels

valors limits permesos per a cada dissolvent residual.

= Linealitat de I'éter dietilic, de 'acetona i de | acetonitril:

Els patrons de P14 a P17 no presentaren area ni d’eter ni d’acetona ni
d’acetonitril, patrons corresponents a una concentracio inferior a 8 ppm
(taules 53, 54 i 55).
Es va calcular el FR de cada patré de P2 a P13 per a cada dissolvent
residual, descartant-se per a cadascun d’ells els patrons P12 i P13, ja que
si se’ls considerava, no es complia un CV del RF menor al 10 % (taules 53,
54 55).
Es va representar I'equacid de la recta de cada analit considerant els
patrons que permeten obtenir un CV pel FR inferior al 10 %. El coeficient
de correlacio de la recta de calibracio de cada analit va presentar un valor
de R?> 0,990 (Figures 30, 31 32).
Es va estimar l'interval de linealitat realitzant un test d’ajust per minims
quadrats (Figures 30, 31 32).
Amb tots els resultats obtinguts es pot considerar que el métode analitic
per a la determinacio dels dissolvents residuals és lineal dins del rang:

»  Eter dietilic: 71,5-7.150 ppm

= Acetona: 79-7.900 ppm

= Acetonitril: 78,6-7.860 ppm
S’observa que els tres analits responen de forma semblant al métode
analitic. Tenint en compte els valors limits per a cada analit (5.000 ppm

excepte 420 ppm per acetonitril) es pot considerar que el méetode analitic
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és adequat per a les condicions d’assaig. Fora de l'interval de cada analit

no es pot assegurar la linealitat.

Linealitat de I'etanol:

El patré P17 no presenta area per a |'etanol, patrdé corresponent a una
concentracid inferior a 8 ppm, coincidint amb els altres analits (taula 56).
Es va calcular el FR de cada patré de P1 a P16, descartant-se els patrons
P14-P16 ja que si se’l considerava no es complia un CV del FR menor al 10
% (taula 56).
Es va representar I'equacid de la recta de cada analit considerant els
patrons que permeten obtenir un valor del CV del FR inferior al 10 %. El
coeficient de correlacié de la recta de calibracid per a l'etanol va
presentar un valor de R* > 0,990 (Figura 33).
Es va estimar l'interval de linealitat realitzant un test d’ajust per minims
quadrats (Figura 33).
Per tant, es pot considerar que el métode analitic per a la determinacio
de dissolvents residuals és lineal per a I'analit etanol dins del rang:

= Etanol: 118,5-71.100 ppm
S’observa que I'etanol presenta una resposta diferent en estar validat a
major concentracié, de totes maneres, considerant els valors limits de
5.000 ppm — 50.000 ppm, es pot considerar que el metode analitic és
adequat per a les condicions d’assaig. Fora de I'interval de cada analit no

es pot garantir la linealitat.

Limit de deteccio

Existeixen diferents métodes descrits a la guia de Validacié de méetodes analitics ICH Q2
(R1)*” per determinar els limits de deteccié i de quantificacié depenent de si el métode és
instrumental o no.

Tal com s’ha fet per a la PQ (apartat 5.1.1 PQ) s’escull el métode d’inspeccid visual per tal
de determinar el LD, el fet que el métode determini els possibles dissolvents residuals de
neteja i també que determini dissolvents que el metode de fabricacid té passos per
eliminar-los, fa que els patrons de menor concentracid usats per a I'estudi de linealitat

siguin molt proxims a la linia base (senyal/soroll) i a les condicions d’us, pel qué es pot
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treure profit d’aquests cromatogrames i establir visualment la minima quantitat de cada
analit que es pot determinar en cada metode analitic.
Els LD obtingut per a cada dissolvent residual sén semblants, essent proxims a 10 - 20

ppm (Taula 57).

5.1.4.7 Conclusions
- Selectivitat
= El metode analitic per a determinar els dissolvents residuals presenta una
separacio optima entre els diferents dissolvents residuals.
= No existeix cap component en el dissolvent utilitzat (aigua) i en la matriu de la
mostra que interfereixi en la determinacié dels analits.
- Linealitat: EI meétode analitic és lineal dins els rangs indicats a continuacié per a cada
dissolvent.
» Eterdietilic: 71,5- 7.150 ppm
= Acetona: 79,0 - 7.900 ppm
= Acetonitril: 78,6 - 7.860 ppm
=  Etanol: 118,5-71.100 ppm

- Limit de deteccio per a cada dissolvent residual:
* Eterdietilic: 18 ppm
= Acetona: 20 ppm
= Acetonitril: 20 ppm
= Etanol: 12 ppm
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5.1.5 Esterilitat

5.1.5.1 Introduccié

L'esterilitat fa referéncia a la probabilitat que existeixi una unitat no estéril en un lot de producte.
El concepte de probabilitat es basa en el fet que la mort microbiana segueix una progressié
geometrica. Per tant, cal tenir en compte que un producte es considera estéril quan la probabilitat
de trobar una unitat no esteéril és d’1 unitat entre 10° unitats, és a dir, tenir un Sterility Assurance
Level de 10°®. Per tant, un resultat satisfactori en el test d’esterilitat només indica qgue no s’ha
detectat contaminacié microbiana en la mostra analitzada a les condicions del test®.

Els RFs com a productes d’administracié parenteral han de complir el test d’esterilitat®.
Basicament el test consisteix a processar la mostra d’incubant-la durant 14 dies en medis de
cultius adequats i detectar al final de la incubacié I'existéncia o no de creixement microbia.

En el cas dels RFs, i particularment dels RFs PET, no és possible disposar del resultat d’esterilitat
abans de l'alliberacié del lot produit a causa de la seva curta semivida. Les NCF en I'annex 3 de
RFs® i la monografia de preparacions radiofarmacéutiques® contemplen aquest fet i permeten

realitzar el test després de I'alliberacid, sempre que es respecti una de les seglients premisses:

- El test d’esterilitat: s’ha de realitzar tan aviat com sigui possible considerant els nivells de
radiacio de la mostra. En cas que no es pugui iniciar de forma immediata i calgui
I’emmagatzematge de la mostra, s’ha de fer en condicions que previnguin falsos negatius.

- Alliberacié paramétrica del producte®*: conformitat d’un conjunt de tests i controls durant
el procés que garanteixen que el producte acabat compleix I'especificacid. L’alliberacid
parameétrica la concedeix ’AEMPS.

Totes aquestes condicions impliquen una adequada validacié del test d’esterilitat per a cada RF i

I’'adequada sintesi dels RFs, especialment si segueixen un procés aseptic.

Sintesi dels radiofarmacs: influéncia en el test d’esterilitat

Existeixen dues vies per produir medicaments d’administracié parenteral: I'esterilitzacié terminal i

el procés aseptic.

El procés d’esterilitzacié terminal consisteix a esterilitzar el producte en I’envas final ja segellat, és
a dir, al final del procés. En canvi, en el procés aseptic s’esterilitza el producte abans de ser

dispensat en I'envas final. Per tant, el procés aséptic és el més critic.

Per tal d’escollir el procés d’esterilitzacié d’'un nou producte se segueix el decision trees for the

selection of sterilization methods de F'EMA® (arbre de decisi6 per escollir el métode
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d’esterilitzacid), on s’estableix com a meétode de primera eleccid I'esterilitzacio terminal
(esterilitzacié per calor humida, autoclau). Aquest procés suposa sotmetre el producte final a
elevades temperatures durant un temps determinat (condicions estandard: 1212C durant 15
min)®>. En el cas de C-PIB que té una semivida de 20,4 min®, sotmetre el producte a un procés
final de produccié de 15 minuts addicionals suposaria perdre com a minim una semivida. En el cas
de ®F-FMISO, la semivida no és un fet determinant ja que és de 110 min®, perd a I'estudi
d’estabilitat realitzat en el PEl n210-105°® on es va sotmetre el producte final a un procés
d’autoclau, no es varen obtenir resultats conformes. Per tant, els dos RFs d’estudi no sén
esterilitzables al final del procés de produccié per calor humida, aixi que es fabriquen seguint el

procés més critic, el procés aseptic, i s’esterilitzen per doble filtracié esterilitzant.

- Procés aséptic
Seguint el procés aséptic, descrit a I'annex 1 de les NCF®, els dos RFs es preparen en un
entorn ambientalment controlat. Concretament tots els processos de la produccid dels
RFs abans de la seva filtracio (sintesi, purificacié i formulacid) es realitzen en un ambient

de classe C* i un cop el RF esta formulat se sotmet a filtracid i envasat en un ambient de

XXi XXii

classe A™ en un entorn de classe B™. Aquest procés implica controlar: I'ambient de
produccid, el personal, I'Us de material adequat a les operacions, realitzar el de test de

carrega microbiana i portar a terme periodicament la validacio del procés aséptic (Media

fill).

- Esterilitzacid per doble filtracio esterilitzant
En el cas dels RFs d’estudi al no ser esterilitzables per calor humida, es fa I'esterilitzacio
mitjancant filtracié esterilitzant, havent realitzat previament la validacié filtre producte
(compatibilitat, retencid, extractables,...). El procés d’esterilitzacié terminal consisteix a
utilitzar filtres amb una mida de porus de < 0,22 um, aquesta porositat permet la retencid
de bacteris, llevats i fongs®®. A causa del risc potencial associat a aquest procés
d’esterilitzacid i, en el cas dels RFs d’estudi, com que s’allibera el producte abans
d’obtenir el resultat del test d’esterilitat, s’utilitza la doble filtracié esterilitzant. Aquest
tipus d’esterilitzacié es basa en utilitzar dos filtres disposats en serie per esterilitzar el

producte final®. El control del procés d’esterilitzacié per filtracié esterilitzant és realitzar

Per a la fabricacié de medicaments esterils es distingeixen 4 classificacions ambientals®:

XX.CIasse C i D: Zones netes per realitzar fases menys critiques de la fabricacié de productes esteérils.

® Classe A: Zones on es realitzen operacions d’alt risc com és la zona d’envasat, de safates de taps, d’ampolles, de vials
oberts i de realitzacié de connexions aseptiques.

I Classe B: Entorn de la zona de classe A en el cas de preparacid i d’envasat aséptic.
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el test d’integritat dels filtres usats abans i després del seu Us. Aquest test consisteix en

un test no destructiu que mesura la integritat del filtre.

Per tant, el control de tots els parametres que poden influenciar en el procés aseptic i en la
realitzacié del test d’integritat dels dos filtres utilitzats abans de I'alliberacié del producte és
especialment important en el cas dels RFs, ja que s’allibera el producte abans d’obtenir el

dictamen d’esterilitat.

Test d’esterilitat

Les condicions ambientals del lloc on es realitza un test d’esterilitat han d’estar controlades igual
que I'ambient d’un procés aseptic per tal d’evitar tota contaminacié externa al producte final i
han de complir amb els requeriments de I'annex 1 de les NCF*. Conseqiientment, I'area on es
realitza el test ha de ser una cabina de flux laminar de classe A en un entorn de classe B o bé un

aillador de classe A%,

Han d’existir controls periodics de les condicions de treball mitjangant mostres ambientals de
I'area de treball (aire i superficies); controls durant I'assaig del test d’esterilitat mitjancant plaques

de sedimentacio obertes dins la cabina de flux laminar, i control de guants dels operadors.

El laboratori analista ha de tenir un pla de formacid per als técnics que realitzen el test, incloent
qualificacié de la vestimenta i manipulacié en arees aséptiques i qualificacid per realitzar el test

d’esterilitat.
El material a utilitzar ha de ser esteéril i adequat a les operacions a realitzar.

Per tal de realitzar un test d’esterilitat a un nou producte s’ha de validar el test mitjangant un test
d’idoneitat i posteriorment ja es pot dur a terme el test d’esterilitat per a cada producte. A

continuacié es descriu en que consisteix cada test.

Test d’esterilitat del producte

El test d’esterilitat es pot portar a terme segons la monografia Ph. Eur. 2.6.1 Sterility

04/2011:20601%, seguint dues técniques: la filtracié per membrana o la inoculacié directa.

- Test d’esterilitat per filtracié per membrana
La filtracié per membrana esta especialment indicada per a les preparacions filtrables

seguents:
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=  preparacions aquoses
= productes solids solubles
= preparacions alcoholiques, grasses, miscibles o solubles en solvents aquosos o grassos
sempre que els solvents no posseeixin activitat antimicrobiana a les condicions
d’assaig.
Aguesta metodologia consisteix a filtrar el volum de mostra per una membrana, retirar
aseépticament la membrana i incubar-la en el medi de cultiu indicat.
- Test d’esterilitat per inoculacié directa
La inoculacio directa esta especialment indicada per a medicaments no filtrables:
= liquids grassos
= olisicremes
=  sutures de catgut i altres materials d’us veterinari.
El test consisteix a transferir la quantitat de mostra directament al medi de cultiu i
procedir a la seva incubacid.
En els dos casos per a realitzar el test es requereixen dos medis de cultiu:
- Fluid de Tioglicolat (FTG): usat principalment per al cultiu de bactéries anaerobiques,
encara que també pot detectar certes bactéries aerobiques.
- Caldo de Triptona i Soja (TSB): usat per al cultiu de bacteris aerobics i fongs.
Els medis de cultiu els poden preparar els mateixos laboratoris analistes o bé obtenir-los de certs
proveidors homologats en existir-ne de comercials. Cal tenir en compte que cada lot de medi de
cultiu abans de ser utilitzat ha de superar un test d’esterilitat i un test de promocié del

creixement®.

Al final de la incubacid, si no s’observa creixement en les mostres incubades, el producte compleix

amb el test.

Si s’observa creixement, s’ha d’obrir una investigacid per a determinar-ne la causa.

- Si es detecta que la causa és externa a la mostra, s’invalida I'assaig i es pot repetir; si el
resultat és conforme, el producte es déna com a apte, i si el test no és conforme el
producte es déna com a no apte.

- En el cas que la causa no sigui externa al producte, es considera el test no apte.

En cas d’un test no apte en un lot de RF que s’ha alliberat abans de la conformitat del test, s’ha de
comunicar a les autoritats sanitaries pertinents i establir una serie d’accions, com per exemple la

revalidacié del procés aséeptic.
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Existeixen una serie d’aspectes del test d’esterilitat pels RFs, que cal tenir en compte:

- Nombre d’unitats a analitzar

- Quantitat de mostra per medi de cultiu
Aquests dos parametres figuren en dues taules a la corresponent monografia d’esterilitat de la Ph.
Eur.®. Considerant que en els RFs d’estudi el volum final de produccié és de com a maxim 15 mL i
gue com a maxim es dispensen 5 unitats (2 vials de dosi, 1 control de qualitat, 1 de mostra de

referéncia, 1 control esterilitat), apliquen els seglients parametres (taula 58 i 59):
Taula 58. Nombre minim d’unitats a analitzar®

Numero d’unitats del lot Minim d’unitats a ser analitzades*

Preparacions parenterals de < 100 unitats el 10 % o 4 unitats (utilitzar el nimero major)

*excepte justificacio

Taula 59. Minima quantitat a utilitzar per a cada medi de cultiu®

Quantitat per vial Minima quantitat
(productes liquids) a utilitzar per medi*
<1lmL Tot el contingut de cada vial
1-40 mL Porcions de cada vial, no menys de 1mL

*En el cas de la técnica d’inoculacio directa es permet I'is de menys quantitat de volum si és justificable83.

Per tant, segons la taula 58 que defineix el nombre minim d’unitats a analitzar, en els RFs d’estudi
només es pot analitzar una unitat del lot produit, i queda justificat per la peculiaritat que el volum
del producte final només és de 15 mL i que I'analisi d’una unitat representa més del 10 % de les

unitats finals.

Respecte el volum de producte a analitzar, la taula 59 cita que es requereix com a minim 1 mL de
mostra per a cada medi de cultiu. Considerant el pitjor dels casos: obtenir un baix rendiment de
sintesi on es necessita 10 mL de dosi pel pacient dels 15 mL produits, per tant només resten 5 mL.
D’aquests 5 mL se’n necessiten 1 mL per al vial de control de qualitat (aspecte, pH, PQ, PRQ,
puresa radionucleidica, dissolvents residuals, concentracid, Asp i endotoxines) i 1 mL per al vial de
mostra de referéncia. Per tant, queden 3 mL per al test d’esterilitat, dels quals s’ha de poder
realitzar el test d’esterilitat per duplicat per si existeix una no conformitat en el primer test i s’ha

de repetir. Aixi que en el pitjor dels casos, no és possible disposar d’1 mL de mostra per a cada
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medi de cultiu. Aquest és un punt caracteristic i critic per als RFs al validar i realitzar el test

d’esterilitat.

Test d’idoneitat®

L’objectiu del test d’idoneitat és demostrar que el producte subjecte d’analisi no posseeix activitat
antimicrobiana i, per tant, s’ha de realitzar per a cada nou producte com assaig de validacio
inicial. Esta indicat repetir I'assaig quan existeix un canvi en les condicions experimentals del test

d’esterilitat, per tal de demostrar que el canvi no influeix en el test.

El test d’idoneitat es pot portar a terme seguint les dues possibles metodologies descrites en el
test d’esterilitat, la filtracié per membrana o la inoculacié directa, en funcid del test escollit per

realitzar el test d’esterilitat del producte se n’utilitza una o altre.

El test es basa a afegir un inocul de microorganismes viables a la mostra a incubar.

Obtenint un creixement microbia clarament visible al final de la incubacié i comparable amb
I’obtingut en un vial control sense producte, es pot afirmar que el producte no posseeix activitat
antimicrobiana a les condicions del test o bé que aquesta activitat ha estat satisfactoriament

eliminada. Per tant, el test d’esterilitat es pot portar a terme sense cap modificacio.

Si no s’obté un creixement microbia clarament visible al final de la incubacidé i comparable amb
I’obtingut amb el vial de control sense producte, es conclou que el producte posseeix una activitat
antimicrobiana que no s’ha eliminat a les condicions d’assaig. Per tant, cal modificar les

condicions per tal d’eliminar I'activitat antimicrobiana del producte i repetir el test d’idoneitat.

Aixi que, amb tot el que s’ha exposat i considerant que el producte final s’allibera sense el test
d’esterilitat, és de gran importancia la validacié d’aquest test. En la validacid del test d’esterilitat
s’ha de considerar que es disposa de poc volum final de producte i que la mostra de producte
posseeix una activitat radioactiva intrinseca que no permet I'analisi de forma immediata. Al
mateix temps, per a l'alliberacié del producte és imprescindible considerar tots els parametres
periodics de manteniment del procés aseptic i el test de d’integritat dels filtres usats en I'envasat

aseptic per tal d’assegurar la conformitat en el test d’esterilitat.

5.1.5.2 Hipotesi
Es possible validar el test d’esterilitat en els RFs d’estudi, considerant el poc volum disponible de

RF i la radioactivitat intrinseca de la mostra.
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5.1.5.3 Objectius

Validar el test d’esterilitat pels dos RFs d’estudi, *'C-PIB i ®F-FMISO:

Determinar els parametres de validacid

= Conservacido de les mostres (periode, condicions...) fins a la realitzacido del test
d’esterilitat.

= Determinar la metodologia a utilitzar per a realitzar el test d’esterilitat (filtracié per
membrana o inoculacié directa).

= Definir el volum minim a utilitzar de mostra per medi de cultiu.

Realitzar la validacié del test d’esterilitat portant a terme el test d’idoneitat.

Determinar el test d’esterilitat segons parametres de validacio.

5.1.5.4 Metodologia

Parametres de validacio

Conservacié de les mostres
El test d’esterilitat es realitza en un laboratori extern que no disposa de permis
d’instal-lacié radioactiva. Per tant, és necessari un transport del producte que es realitzara
quan la mostra a analitzar hagi decaigut. Es considera una mostra de radioisotops C-11i F-
18 desclassificada com a material radioactiu quan la mostra conté < 10 Bg/g (Orden ECO
1449/2003%).
S’estableix que:
= Es conserva el vial de mostra dins el contenidor de blindatge en un ambient de
temperatura controlada (22 £ 22C) durant 24 hores.
= En el cas que no es pugui enviar al cap de 24 h (dia festiu), es conserva en
refrigeracié controlada (2 - 82C).
Determinacio de la metodologia del test d’esterilitat
Tal com s’ha explicat a la introduccid, considerant que en el pitjor dels casos no és
possible disposar d’1 mL per a cada medi de cultiu en la realitzacid del test d’esterilitat i
que en el cas de la tecnica d’inoculacié directa es permet I'Us de menys quantitat de
volum si és justificable, s’estableix com a metodologia a usar en el test d’esterilitat la
tecnica d’inoculacié directa.

Determinacio del volum a usar de mostra per medi de cultiu
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Usar 0,5 mL per medi de cultiu considerant que en el pitjor cas es disposa d’1mL de

mostra per realitzar el test.

Validacio del test d’esterilitat: Test d’idoneitat

Sutilitza el metode d’inoculacié directa.
- Control del medi de cultiu
= Test d’esterilitat del medi de cultiu®
- S’incuben porcions de medi durant 14 dies.
- Criteri d’acceptacié: no ha d’existir creixement microbia.
= Promocié del creixement del medi de cultiu®
- Es preparen inoculs de microorganismes que no continguin més de 100 ufc™" i
es preparen porcions de cada medi de cultiu.
- S’inoculen les mostres de medi de cultiu amb els inoculs de microorganismes,
seguint taula adjunta, fent-ho de forma separada per a cada microorganisme.
- S’incuba cada porcié a les condicions de temperatura i temps que indica la

taula 60.

- Criteri d’acceptacié: s’ha d’observar creixement visible en tots els vials.

Taula 60. Parametres i requeriments per a realitzar el test de promocié del creixement®

N2 Cultiu de Temps

Microorganisme Medi Temperatura

referéncia d’incubacio

Aspergillus brasiliensis ATCC® 16404 TSB 20—-25°C < 5 dies
Bacillus subtillis ATCC® 6633 TSB 30-352C < 3 dies
Candida albicans ATCC® 10231 TSB 20 -25¢C < 5 dies
Clostridium sporogenes ATCC® 19404 FTG 30-35¢9C < 3 dies
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 9027 FTG 30-35¢9C < 3 dies
Staphylococcus aureus ATCC® 6358 FTG 30-35¢9C < 3 dies

- Analisi de la mostra:
=  Esrealitza una sintesi de cada RF per tal d’obtenir un vial de 6 mL de producte filtrat.
= S’envia la mostra al laboratori extern respectant les mesures de conservacio, deixant

decaure la radioactivitat del producte fins a valors < 10 Bg/g.

xxiii

ufc: Unitats formadores de colonies.
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= Es transfereix 0,5 mL de mostra a un vial amb medi de cultiu (TSB o FTG) considerant
que el volum de producte no pot ser superior al 10 % del volum del medi.

= Es repeteix el procés 6 vegades per tal d’obtenir 3 vials amb medi TSB i 3 vials amb
medi FTG.

= S’afegeix a cada vial I'inocul corresponent de microorganismes viables de no més de
100 ufc segons taula 60.

- Control positiu: es realitza un test de promocié del creixement en paral-lel.
= Es preparen 3 vials amb medi de cultiu TSB i 3 vials en medi de cultiu FTG.
= S’afegeix a cada vial un inocul corresponent de microorganismes viables de no més de

100 ufc segons taula 60.

- S’incuben tots els 12 vials a les condicions de temperatura adequades segons medi de

cultiu i microorganisme inoculat i es procedeix a la lectura dels vials.

- Criteri d’acceptacio:
= QObservacié de creixement en tots els vials amb mostra que ha de ser comparable

amb el creixement corresponent al vial de control positiu.

Test d’esterilitat: Inoculacid directa

En cas que el test d’idoneitat doni un resultat conforme, es realitza el test d’esterilitat en els tres

lots de validacié de cada RF seguint la metodologia descrita a continuacio:

- S’envia la mostra per al test d’esterilitat (1 vial d’1mL) de cada lot de validacié de cada RF
d’estudi al laboratori extern respectant les mesures de conservacio i de radioactivitat.

- Estransfereix 0,5 mL de mostra a un vial amb medi de cultiu TSB.

- Estransfereix 0,5 mL de mostra a un vial amb medi de cultiu FTG.

- S’incuben els vials que contenen TSB a 20 — 252C i els que contenen FTG a 30 — 352C
durant 14 dies.

- Es procedeix a la lectura.

- Criteri d’acceptacié: no s’ha d’observar creixement en cap dels dos vials.
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5.1.5.5 Resultats

Validacié del test d’esterilitat: Test d’idoneitat del producte mitjangant inoculacio directa:

- Control del medi de cultiu
= Test d’esterilitat del medi de cultiu:
- No es va observar creixement.
= Promocio del creixement del medi de cultiu:

- Esvaobservar creixement en tots els vials.
- Analisi de la mostra
=  En tots els vials amb mostra de cada RF es va obtenir un creixement visible.

= El creixement va ser comparable al corresponent vial de control positiu.

Taula 61. Esterilitat: resultats test d’idoneitat ''C-PIB. La taula indica l'inocul de cada
microorganisme usat i I'observacié del creixement en els 5 dies d’incubacié tant del vial amb

producte com el vial de control positiu.

Creixement visible

'c-pIB Vial ) Indcul (ufc)
(dies)
Microorganisme 1 2 3 4

Aspergillus brasiliensis ATCC® Vial amb producte - - + + +
16404 18

Vial control positiu - - + + +

Bacillus subtillis Vial amb producte - + + + +
ATCC® 6633 92

Vial control positiu - + + + +

Candida albicans Vial amb producte - - + + +
ATCC® 10231 92

Vial control positiu - - + + +

Clostridium sporogenes Vial amb producte - + + + +
ATCC® 19404 71

Vial control positiu - + + + +

Pseudomonas aeruginosa Vial amb producte - + + + +
ATCC® 9027 86

Vial control positiu - + + + +

Staphylococcus aureus Vial amb producte + + + + +
ATCC® 6358 56

Vial control positiu + + + + +

(-) No s’observa creixement, (+) s’observa creixement.
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Taula 62. Esterilitat: resultats test d’idoneitat '*F-FMISO. La taula indica I'inocul de cada
microorganisme usat i I'observacié del creixement en els 5 dies d’incubacié tant del vial amb

producte com del vial de control positiu.

Creixement visible

BE.FMISO Vial ) Inocul (ufc)
(dies)
Microorganisme 1 2 3

Aspergillus brasiliensis ATCC® Vial amb producte - - + + +
16404 . . 24

Vial control positiu - - + + +

Bacillus subtillis Vial amb producte - + + + +
ATCC® 6633 73

Vial control positiu - + + + +

Candida albicans Vial amb producte - - + + +
ATCC® 10231 92

Vial control positiu - - + + +

Clostridium sporogenes Vial amb producte + + + + +
ATCC® 19404 99

Vial control positiu + + + + +

Pseudomonas aeruginosa Vial amb producte + + + + +
ATCC® 9027 38

Vial control positiu + + + + +

Staphylococcus aureus Vial amb producte + + + + +
ATCC® 6358 29

Vial control positiu + + + + +

(-) No s’observa creixement, (+) s’observa creixement

Test d’esterilitat

- No es va observar creixement en cap de les mostres analitzades dels 3 lots de validacié

de cada RF.

-135-



5. Part experimental: metodologia i resultats

5.1.5.6 Discussio

Parametres de validacio

Conservacié de les mostres

Considerant que el test d’esterilitat s’ha de realitzar tan aviat com sigui possible
respectant els nivells de radioactivitat de la mostra, en cas que no es pugui iniciar de
forma immediata i cal per tant, emmagatzematge de la mostra en condicions que
previnguin falsos negatius. Els parametres establerts de conservacié de la mostra durant

11
I

24h son suficients. Doncs, en el cas del ~C-PIB al cap de 24 h hauran passat 70 semivides i

| *F-FMISO 13 semivides, per tant, el periode de 24 hores permet assegurar

en el cas de

gue la mostra contingui < 10 Bg/g.

Determinacio de la metodologia del test d’esterilitat i determinacié del volum a usar de

mostra per medi de cultiu.

Segons la monografia del test d’esterilitat®® descrit a la introduccid, en medicaments

filtrables és indicat I'Us de la metodologia de filtracié per membrana. En el cas dels RFs

d’estudi els dos sdn filtrables, per tant, la técnica d’eleccié hauria de ser la filtracio per

membrana. Pero una de les problematiques que tenen els RFs d’estudi, és que es disposa

de poc volum per a realitzar el test d’esterilitat (menys d’1 mL de producte final per medi

de cultiu). Aquest fet fa que no es pugui complir amb els requeriments descrits a la Ph.

Eur. que és I'Gs d’1 mL de producte per medi de cultiu. Per tant cal considerar diferents

aspectes:

= Metodologia a usar en el test d’esterilitat: la inoculacié directa permet manipular
millor petits volums en comparacié amb la técnica de la filtracié per membrana.

= Normativa que estableix:

- La guia per a I'Gs del test d’esterilitat® de la Ph. Eur., descriu que es permet
I’'ds d’un metode modificat o altres metodes alternatius sempre que es
demostri que els resultats obtinguts son equivalents al metode oficial
modificat.

- La normativa de medicaments de terapies avancades®, que també presenten
semblants dificultats als RFs com l'alliberacié del producte abans del test
d’esterilitat i la poca disponibilitat de volum per realitzar el test, permet I'Us
de menys volum de producte en el cas de la técnica de la inoculacié directa

sota justificacid.
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Per tant, s’escull I'Gs de la técnica de la inoculacid per a realitzar el test d’esterilitat i respecte al

volum, s’estableix que s’usara com a minim uns 0,5 mL per medi de cultiu.

Test d’idoneitat del producte: inoculacid directa

El resultat del test d’idoneitat ha estat conforme (taules 61 i 62), per tant ha permés demostrar i
justificar que I'Gs de la sembra directa i I'ds d’'un minim de 0,5 mL per medi de cultiu, permeten la
recuperacio de creixement en cas de contaminacio del producte i que aquesta metodologia es pot

utilitzar en I'analisi en rutina del test d’esterilitat dels dos RF d’estudi.

11 18
I I

Al mateix temps, s’ha demostrat que tant el ~C-PIB com el °F-FMISO no presenten activitat

antimicrobiana en les condicions d’estudi.

Test d’esterilitat

El test d’esterilitat no només implica obtenir el resultat conforme en la mostra de producte siné
gue també sén importants els parametres relacionats amb les condicions aséptiques que
requereix el test®, els controls periddics de les condicions de treball i el pla de formacié per als

tecnics que realitzen el test.

En el cas dels tres lots de validacié de cada RF d’estudi, tant eren conformes els parametres de
validacié anteriors com el propi resultat del test d’esterilitat, tenint en compte que aixo només
indica que no s’ha detectat contaminacié microbiana en la mostra analitzada en les condicions del

test.

Tal com s’ha descrit préviament es pot demanar I'autoritzacio de I'alliberacié parameétrica del test
d’esterilitat pels RFs d’estudi. En el cas dels RF d’estudi no s’ha procedit a la seva autoritzacio ja
que no compleixen amb el requeriment descrit a 'annex 17 de les NCF®* que cita que I'alliberacié
parametrica només és acceptable per a productes esterilitzats mitjangant esterilitzacié terminal

en el seu envas final.
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5.1.5.7 Conclusions
Considerant el poc volum disponible de RF i la radioactivitat intrinseca de la mostra, és possible

validar el test d’esterilitat dels RFs d’estudi seguint les pautes seglients:

- Determinacié dels parametres de validacid
= Conservaci6 de les mostres:

- Es guarda el vial de mostra dins el contenidor de blindatge en un ambient
de temperatura controlada (22 + 22C) durant 24 hores. En el cas que no
es pugui enviar al cap de 24 hores (dia festiu), la mostra es pot conservar
en refrigeracié controlada (2 - 82C).

= S'utilitza la tecnica d’inoculacié directa per a realitzar el test d’esterilitat.
= Volum minim a utilitzar de mostra per medi de cultiu:

- Unvolum de 0,5 mL de mostra per medi de cultiu.

- Validacié del test d’esterilitat: Test d’idoneitat
= Elresultat del test d’idoneitat és conforme, per tant:

- El producte no té activitat antimicrobiana en les condicions d’estudi.

- L’Gs d’un volum de 0,5 mL de mostra per medi de cultiu permet la
recuperacio de creixement en cas de contaminacié del producte.

- Test d’esterilitat
= El procediment a seguir pel test d’esterilitat dels dos RFs queda definit de la
manera seglent:

- Es transfereixen 0,5 mL de mostra a un vial amb medi de cultiu TSB i 0,5
mL de mostra a un vial amb medi de cultiu FTG.

- S’incuben els vials que contenen TSB a 20 - 259C i els que contenen FTG a

30 - 352C durant 14 dies i es procedeix a la lectura.

Queda validat el test d’esterilitat per als dos RFs d’estudi, *®F-FMISO i 'C-PIB, i es pot utilitzar el

procediment descrit per a I'analisi en rutina d’aquest dos RFs d’estudi.
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5.1.6 Endotoxines

5.1.6.1 Introduccio

Pirogens i test d’endotoxines bacterianes

Un pirogen és tot agent que administrat via parenteral pot produir una resposta fisiologica febril.
Els pirogens sdn molt resistents a la destruccié térmica i quimica i poden resistir als métodes
d’esterilitzacio, per aixd cal determinar-los en productes d’administracié parenteral. Existeixen
molts tipus de pirogens, pero els més predominants son les endotoxines bacterianes que sén
lipopolisacarids provinents de bactéries gram negatives (una dosi de 1-10 ng/kg d’endotoxines,

pot produir una resposta febril)™.

Els RFs com a productes d’administracié parenteral han de complir amb el test de pirogens® o
amb el test d’endotoxines bacterianes® (BET, Bacterial Endotoxins Test)*®. El test de pirogens és
un test més complex que els BET, ja que requereix manipulacid d’animals, normalment la

industria farmaceéutica utilitza el test BET.

La Ph. Eur. considera justificable I'is del BET en lloc del test de pirogens basant-se en qué les
endotoxines bacterianes sén el pirogen més potent i la causa més comuna de contaminacié en els
productes farmaceutics. Concretament cita que la utilitzacio d’un test o altre depén de la
naturalesa de la preparacié farmacéutica. Si aquesta presenta una interferencia amb el BET que
activa o inhibeix el test i no és possible eliminar el factor d’interferencia, el test de pirogens és el
d’eleccié™. Cal considerar que totes les monografies de RFs PET indiquen la utilitzacié del test BET

i, per tant, s’inicia la validacié amb aquest test*°.

Test d’endotoxines bacterianes

El BET és un test utilitzat per a quantificar endotoxines provinents de les bactéries gram negatives
utilitzant lisat d’amebocit que s’extreu del cranc de ferradura, el Limulus polyphemus o
Tachypleus tridentatuv (LAL, Limulus Amoebocyte Lysate). El LAL és un reactiu amb elevada
sensibilitat a les endotoxines que la preséncia del qual inicia una cascada de reaccions
quantificable en el BET. Existeixen tres técniques per aquest test: gelificacid o gel-clot (mesura la
gelificacid resultant de la reaccid), turbidimetria (mesura la turbidesa que genera la reaccid) i
cromogenia (mesura del canvi de color associat a la reaccid). La Ph. Eur. descriu 6 metodes
desenvolupats a partir d’aquests 3 metodes: Metode A (Gel-clot metode: Limit test), Metode B
(Gel-clot métode: quantitative test), Metode C (Turbidimetric Kinetic method), Metode D

(Chromogenic kinetic method), Meétode E (Chromogenic end-point method), Meétode F
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(Turbidimetric end-point method). EI métode de referéncia es considera el metode A, en cas que

s’utilitzi un altre métode cal demostrar que aquest és apropiat per al producte®.

A causa de la curta semivida dels RFs PET i que la major part dels métodes BET requereixen elevat
temps per a la seva realitzacid, no és possible disposar del resultat d’endotoxines abans de la seva
alliberacié. Les NCF en I'annex 3 de RFs*, contemplen aquest fet i permeten realitzar el control de
qualitat en dues fases (abans i després de l'alliberacid) sempre que estigui ben descrit en
procediments normalitzats de treball. Addicionalment les autoritats sanitaries volen que aquests

tests es realitzin el més aviat possible.

Existeix un nou producte al mercat que permet la determinacié d’endotoxines bacterianes
aproximadament en 15 minuts basant-se en la cinética de reaccié cromogénica del BET. Es tracta
del Endofase’-PTS™ (Portable Test System)® fabricat pels laboratoris Charles River (Wilmington,
MA, USA). Aquest sistema esta aprovat per la FDA® i esta essent molt utilitzat per productes on el
temps d’alliberacié és critic, com la terapia cel-lular® i els RFs. En el cas dels RFs PET de semivida
més llarga com el F-18, la realitzacié d’aquest test permet I'obtencié del resultat d’endotoxines

abans de la seva alliberacio.

Per tant, és un test especialment indicat per als RFs PET, on és molt important realitzar una
validacié correcta d’aquest metode, tant per demostrar que no existeixen interferéncies en la

preparacio radiofarmaceutica com per justificar el seu Us en front del metode de referencia.

El sistema Endofase -PTS™

. ® . . Y . .7 by .
El sistema Endofase -PTS™ (figura 34) mesura la cinética de la reaccid cromogénica entre el
reactiu LAL i les endotoxines, basant-se en que la intensitat de color resultant de la reaccid entre

el reactiu LAL i les endotoxines és proporcional a la concentracié d’endotoxines”.

Figura 34. Imatge del Sistema Endofase’-PTS™
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L'equip esta format per un sistema portable que mesura uns cartutxos d’un sol Us on s’inocula la
mostra (Figura 35). Cada cartutx consisteix en 4 canals que es diferencien entre ells de la seglient

manera:

- 2 canals de mostra que contenen una quantitat coneguda de reactiu LAL, reactiu
cromogenic i tampons de pH.
- 2 canals de Spike que conte els mateixos components que els canals de la mostra més una

guantitat coneguda d’endotoxines bacterianes.

Figura 35. Imatge d’un cartutx que mostra els seus components i la composicié dels diferents

canals.

Canal de Spike

= —

La potencia de cada lot de cartutx és avaluada pel fabricant i la seva corba de calibracio s’integra a

un codi de cartutx identificable pel sistema portable Endofase’-PTS™.

El test consisteix en, prévia preparacié de la mostra (dilucid i/o ajust de pH), inocular 25 pL de

mostra a cadascun dels 4 canals.

El sistema utilitza una bomba interna que barreja i incuba els diferents reactius de cada canal a
uns intervals de temps donats. Posteriorment els envia a la camera Optica que conté un
espectrofotometre que determina la concentracié d’endotoxines utilitzant la grafica de calibracio

de cada cartutx i calculant la dilucié de la mostra introduida préviament®*%’.
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5.1.6.2 Hipotesi

Verificar I'aplicacié del sistema Endofase’-PTS™ per a la realitzacié del BET en RFs PET.

5.1.6.3 Objectius
Realitzar la validaci6 del BET usant el sistema Endofase -PTS™ pels RF *'C-PIB i **F-FMISO:

- Establiment dels limits d’endotoxines
- Determinacid dels parametres de validacio:
=  Maxima dilucié valida
= (Criteris d’acceptacio
- Definicié del métode de validacié
- Realitzacié de la validacié del BET mitjancant I’Gs del sistema Endofase’-PTS™ en tres lots

de cada RF a validar, *C-PIB i *F-FMISO.

5.1.6.4 Metodologia

Establiment dels limits d’endotoxines

Els RFs d’estudi son preparacions radiofarmaceutiques que no posseeixen monografia especifica i
per tant no tenen establerta la seva especificacid d’endotoxines, aixi que es va realitzar una
revisié de les monografies de la Ph. Eur. de RFs marcats amb C-11 i amb F-18"°° j es va
determinar el limit d’endotoxines per a les preparacions radiofarmaceéutiques d’estudi. Aquesta
revisié va donar com a resultat que totes les monografies revisades consideraven que el limit
d’endotoxines és de 175 IU/V™", essent V el Volum maxim d’injeccid recomanat per dosi.
Aplicant-ho en el cas dels RFs d’estudi, 1 _pIB i ¥ F-FMISO, el volum maxim d’injeccié és de 10 mL,

per tant s’estableix que el limit d’endotoxines de les dissolucions d’estudi ha de ser menor a 17,5

IU/mL.

Determinacio dels parametres de validacié

Utilitzant com a referéncia les monografies de la Ph. Eur.: Bacterial endotoxins®® i Guidelines for
using the test for bacterial endotoxins®, la monografia de la USP: Bacterial endotoxins test™ i les
recomanacions definides a la guia ICH Q4B annex (Evaluation and recommendation of
pharmacopoeial texts for use in the ICH regions on bacterial endotoxins tests — general chapter)®,
s’estableix la metodologia per realitzar la validacié del sistema Endofase’-PTS™ per a la

determinacio del BET:

XXiv

1 International Unit (IU) Endotoxin és igual a 1 Endotoxin Unit (EU).
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Es determina la dilucid maxima valida de la mostra d’estudi (MVD, Maximum Valid
Dilution).

La MVD és la dilucié de la mostra d’estudi que permet assegurar que un resultat negatiu
del test significa que la concentracié d’endotoxines del producte és menor al limit
d’endotoxines i que un resultat positiu significa que el lisat ha detectat una concentracid

d’endotoxines superior o igual al limit.

Per a la seva determinacidé s’aplica I'equacié indicada a les monografies consultades

(Equacio 7)
Equacid 7. Equacio pel calcul de la dilucié maxima valida (MVD).

Limit d'endotoxines X concentracio de la mostra
A

MVD =

On:

= Limit d’endotoxines és el valor limit definit com especificacid: 17,5 IU/mL.
= Concentracié de la mostra en (mL/mL). En usar-se la mostra final sense diluir es
considera el valor de: 1 mL/mL.

= A éslasensibilitat del reactiu LAL del cartutx, que té un valor de: 0,05 IU/mL.

Determinacid de la MVD de la mostra d’estudi:

17510/ml x 1ml/ml
0,05 IU/ml -

MVD = 350

Per tant, es defineix que la MVD té un valor de 350.

Determinacio de la dilucié d’estudi
Segons les monografies es recomana iniciar la validacio usant una dilucié de MVD/2, valor
que es pot arrodonir fins al seglient valor enter menor. En cas que el resultat sigui positiu,

cal repetir el test a una dilucié major sense sobrepassar la MVD.

Per tant, es determina iniciar la validacio utilitzant una dilucié 1:100 (arrodonit al seglient

valor enter menor).

Criteris d’acceptacio:
Revisant les recomanacions del fabricant i la metodologia descrita a les monografies

consultades, s’estableix que el test ha de complir:
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= Test d’'idoneitat: aquest test forma part integral dels métodes analitics i serveix
per mesurar que tot el sistema és adequat per a la mesura a realitzar.
= Especificacid: és el valor que ha de tenir la mostra d’endotoxines per mL per tal de
determinar si la mostra compleix amb el criteri per considerar apta la mostra.
Qualsevol assaig que no superi el test d’idoneitat no pot ser acceptable encara que Ila

mostra compleixi el criteri d’especificacio establert.

Taula 63. Test endotoxines bacterianes: taula on s’indiquen els valors dels parametres del test

d’idoneitat i el valor de I'especificacio.

Parametre Definicid Valor d’acceptacio
Test % Spike Recovery  Mesura la interferéncia de la mostra 50 -200 %
d’idoneitat amb la matriu d’analisi comparant els

resultats entre un canal de mostra i un
canal de Spike.

% CV Spike Compara la diferéencia de resultats <25%
entre els dos canals de Spike.

% CV Mostra Compara la diferéncia de resultats <25%

entre els dos canals de mostra.

Test Especificacio Valor d’endotoxines de la mostra. <17,51U/mL.

- Altres consideracions:
Segons especificacions Endofase’-PTS™, la mostra ha de tenir un valor de pH compres
entre 6.0 - 8.0°*. En cas de no compliment, s’ha d’ajustar el pH de la mostra considerant la

MVD d’estudi.

Tot el material que s’utilitza en un BET que esta en contacte amb la mostra ha de ser lliure

en endotoxines. Per tan es defineix que:

= |'aigua per a la diluci6 ha der ser de qualitat aigua BET (lliure
d’endotoxines detectables).

= En cas de requerir-se ajust de pH s’han d’usar tampons BET proporcionats
pel proveidors.

= Tubs de dilucié i puntes de pipeta despirogenitzats.
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- Metode de validacio:
En tres lots de cada RF d’estudi es realitza el test d’endotoxines seguint la segilient

metodologia:

1) Dilucié de la mostra:
a. S’inicia la validacié amb la diluci6 MVD/2, és a dir, una dilucié 1:100 de Ia
mostra en un tub despirogenitzat.
i. SielpH estadins/l’interval (10 plL de la mostra en 900uL d’aigua BET).
ii. Si el pH no esta dins l'interval (6.0 - 8.0), s’ajusta el pH amb tampons
lliures d’endotoxines respectant la dilucié 1:100 de la mostra.
2) Preparacio de I'equip:
a. S'inicia I'equip i es deixa que realitzi el self test.
b. S'introdueix el cartutx i les dades de la mostra (lot, dilucid, sensibilitat
cartutx).
3) Introduccié de la mostra:
a. Es pipetegen 25 plL de mostra diluida en cada canal del cartutx.
b. S’inicia el test.
4) Es procedeix a la lectura dels resultats.
5) En cas d’obtenir resultats no satisfactoris, cal estudiar la causa dels resultats i en cas

necessari procedir a la repeticié del test utilitzant una dilucié major a MVD/2.

5.1.6.5 Resultats

Es va realitzar la validacio del test BET en els tres lots de validacié de cada RF.

De cada lot es va obtenir un registre del test. A la figura 36 s’adjunta un registre tipus final de test

BET de cada RF en estudi.

Els valors que es van obtenir del test d’esterilitat en els 3 lots de cada RF d’estudi es resumeixen a
les taules que s’adjunten a continuacié: Taula 64 resultats *C-PIB i taula 65 *F-FMISO. En tots els

casos només es va procedir a una dilucié de la mostra i no es va requerir ajust de pH.
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Figura 36. Registres del test d’endotoxines bacterianes: a I'esquerra registre d’un lot de 'C-PIBi a
la dreta registre d’un lot de ®F-FMISO. S’indiquen, dins el requadre, els valors resultants del test
d’idoneitat (Test Suitability): CV Spike(%), CV mostra (%), recovery (%) i el valor de I'especificacid

d’endotoxines (EU/mL que equival a IU/mL).
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Taula 64. Test d’endotoxines bacterianes: resultats obtinguts dels tres lots de **C-PIB.

Y'c-piB Dilucié 1:100
Parametres Limits lot1 Lot2 Lot3
- pH 6,0-8,0 6,5 6,5 6,0
- % Spike Recovery 50-200% 111% 109% 89%
- % CV mostra <25% 0,0% 0,0% 0%
- % CV Spike <25% 00% 90% 10,3%
- Valor de la mostra (IU/mL) <17,5 <50 <50 <50

Taula 65. Test d’endotoxines bacterianes: resultats obtinguts dels tres lots de *F-FMISO.

*F-FMISO Dilucié 1:100
Parametres Limits Lot 1 Lot 2 Lot 3
- pH 6,0-8,0 7,9 7,6 7,7
- % Spike Recovery 50-200% 130% 101 % 92 %
- % CV mostra <25% 0% 0% 0%
- % CV Spike <25% 1,6 % 4,0% 1,0%
- Valor de la mostra (IU/mL) <17,5 <5,0 <5,0 <5,0
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5.1.6.6 Discussio

El sistema Endofase’-PTS™ és una alternativa al métode de referéncia, métode A, i per tant cal
complir amb una série de requisits descrits al punt 13, validation of alternative methods, de la
monografia de la Ph. Eur., Guidelines for using the test for bacterial endotoxins®. Basicament la
monografia exigeix que es demostri que el meétode és apropiat per al producte en estudi i que

permet I'obtencié d’uns resultats consistents.

Un dels requeriments de la monografia de validacié del test BET és demostrar que no existeixen
factors d’interferencia en almenys tres lots del producte en estudi. En el cas del sistema
Endofase’-PTS™, en disposar dins del test d’idoneitat del parametre CV % Spike, es pot descartar
I’existéncia d’interferéncies en la mostra. En haver superat en els tres lots de cada RF estudiat
aquest test, s’ha pogut demostrar que no existeixen interferencies a la mostra que no permetin la

validacio del test.

Un altre requeriment que contempla la monografia de validacié del test BET®* és que els materials
i els reactius que s’utilitzen durant el test han d’estar validats. Considerant que en el cas de
I'Endofase’-PTS™ tots els materials utilitzats provenen d’un proveidor amb el corresponent
certificat d’analisi on s’especifiquen els controls realitzats sobre cada reactiu/material i
I’especificacié d’absencia d’endotoxines i que tots els resultats obtinguts, tant del test d’idoneitat
com d’especificacié son correctes, es consideren validats els materials i reactius que s’utilitzen en

el test.

En el disseny de I'estudi no es va considerar analitzar les mostres de RF mitjancant el metode de
referéncia recomanat per la Ph. Eur.: metode A, i el metode d’estudi: PTS, en paral-lel i establir
una comparativa; al considerar que el sistema Endofase’-PTS™ mitjancant el test de d’idoneitat,

permet assegurar el correcte desenvolupament de cada test de forma individual.

Procedint a I'estudi del desenvolupament del métode i dels resultats obtinguts en els tres lots de

cada RF estudiat, s'observa que en tots els casos:

- No s’ha requerit dilucié de la mostra mitjangant tampons per ajustar als requeriments de
pH necessaris per a realitzar el test.
- La primera dilucié definida, 1:100, va complir el test en el sis casos, sense necessitat de

repetir el test utilitzant una dilucié més elevada.
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- El test d’idoneitat es va complir en totes les mostres, per tant es demostra que els RFs
d’estudi no interfereixen en la realitzacié del test BET mitjancant el sistema Endofase -
PTS™.

- El valor d’especificacié d’endotoxines es va complir en les 6 determinacions, essent un
valor molt per sota del valor establert com a especificacié (valor mostres < 5,0 IU/mL;

valor especificacié < 17,5 IlU/mL)

Quant a la utilitzacié del sistema Endofase’-PTS™ s’han observat una série d’avantatges respecte

als altres metodes descrits a la Ph. Eur.:

- Permet obtenir un valor quantitatiu de la mostra d’estudi (IU/mL) mentre el métode de
referéncia és semi-quantitatiu.

- Es possible obtenir el valor de la mostra en 15 minuts, mentre que amb altres métodes de
referéncia poden trigar fins a una hora per a obtenir el resultat. Aquest fet és un
avantatge en el cas dels RFs PET, ja que permet obtenir els resultats el més rapidament
possible, complint amb els requeriments de les autoritats i, en el cas de RFs de llarga
semivida, com el F-18, permet obtenir el resultat abans de la seva alliberacio.

- Permet realitzar un test d’idoneitat per a cada mostra d’estudi.

S’ha realitzat la validacié en tres lots de cada RF i els resultats tant del test d’idoneitat com del
valor de la mostra han estat conformes als criteris d’acceptacié definits, per tant es pot considerar
validat el metode. Aquestes validacions han estat sotmeses a I'avaluacié per part de les
autoritzats sanitaries i el métode per a la realitzacié del test BET ha estat aprovat en els dos RF

d’estudi.
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5.1.6.7 Conclusions
Es possible realitzar la validacié del BET usant el sistema Endofase ™-PTS™ pels RFs ''C-PIB i “®F-

FMISO, considerant:

- L'especificacio d’endotoxines per als dos RF d’estudi queda establert a < 17,5 IU/mL.
- Parametres de validacio:
= La maxima dilucié valida és de 350, utilitzant cartutxos amb una sensibilitat de
0,05 IU/mL.
= (Criteris d’acceptacio:
- % Spike Recovery: 50 - 200 %
- % CVMostra<25%
- % CV Spike <25 %
=  Metode de validacid

- Realitzar el test en tres lots per a cada RF a validar.

Queda validat el test BET mitjancant el sistema Endofase’-PTS™ pels dos RFs, *C-PIB i *®F-FMISO,

a les condicions d’estudi: dilucié 1:100 i cartutxos de sensibilitat 0,05 IU/mL.
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5.1.7 Metodes analitics validats

Tal com s’ha comentat en l'apartat: 5.1 Validacio dels métodes analitics i definicio de les
especificacions, a continuacié es descriuen aquells métodes analitics que a causa de les seves
caracteristiques (senzillesa metodologica, tests validats en existir una monografia oficial)

s’agrupen i es descriuen conjuntament.

Aquells métodes analitics de les farmacopees que formen part de monografies individuals o bé
aquells que estan descrits als capitols generals, sén meétodes que ja han estat validats d’acord
amb la normativa i recomanacions vigents. Per tant, si s’utilitzen tal i com estan descrits a la
farmacopea i el text no presenta cap mencio especifica, es consideren metodes analitics validats i
com a tals no cal procedir a la seva validacié per a ser utilitzats a la practica'®. Aquest és el cas de

la determinacié de 'aspecte i del pH.

5.1.7.1 Aspecte
Una de les caracteristiques definides pels RFs PET a la monografies de la Ph. Eur. és I'aspecte: tota

solucid ha de ser una solucié limpida, incolora o lleugerament grogosa, sense particules visibles.

Per a la determinacié de I'aspecte i abséncia de particules s’ha de considerar el risc a I'exposicid a
la radioactivitat que produeix la manipulacié de radioactivitat i I'especial radiosensibilitat de
|64

["ul Per tant, s’agafa com a referencia la monografia de la Ph. Eur. de contaminacié de

particules: particules visibles'®, i la monografia de limpidesa i degradacié de I'opalescéncia dels

102 i o5 defineix el procediment per a la seva determinacié que consisteix en utilitzar un

liquids
panell la meitat negre i la meitat blanc il-luminat per una lampada de llum blanca. A davant del
panell se situa un panell protector d’acord amb el nivell de la radioactivitat a manipular. La mostra
de control de qualitat dispensada dins el vial de condicionat (vial de vidre tipus | de 10 mL), es
manipula darrere el panell protector amb vidre plomat. El vial de la mostra, que no pot contenir
cap etiqueta a I'exterior del vidre perqué interferiria en la determinacié, s’inverteix evitant que es
formin bombolles i se situa sota la Ilum blanca 5 segons primer davant del panell blanc i
posteriorment 5 segons davant del panell negre i es determina la limpidesa i I'abséncia de

particules. Cal tenir un vial equivalent al de la mostra on s’ha dispensat aigua per a injectables per

comparar la coloracio.

D’aguesta manera, es determina I'aspecte i I'absencia de particules amb la minima manipulacié

de la mostra i assegurant una baixa exposicio a la radiacié.
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5.1.7.2 pH

El pH és la determinacié de la concentracié d’hidrogenions de la solucié aquosa que s’analitza. En
el cas de productes injectables, la determinacié del pH és necessaria ja que el seu valor condiciona
la tolerancia fisiologica (la sang té un pH de 7,35 - 7,4) i alhora és un indicador d’'impureses
provinents del propi procés de fabricacié o bé de productes de degradacio, important en el test
d’estabilitat.

El pH en el procés de produccio es controla addicionant solucions tampd, per exemple en el cas de
I’acidesa amb hidroxid sodic (veure figura 6).

L'especificacié del valor de pH pels dos RFs es determina considerant el procés de fabricacié de
cadascun i agafant com a referéncia les monografies existents de RFs. L'especificacié definida pels
RFs d’estudi és un valor de pH entre 4,5 i 8,5; igual que a les monografies de BE_EMISO?®, 8F-

FDG*, C-Racloprida®®, *C-Acetat® i *'C-Metionina® de la Ph. Eur.

Existeixen dos possibles metodes per procedir a la determinacid de pH: la determinacié

potenciomeétrica i la determinacid colorimetrica.

Determinacio potenciométrica del pH

Aquesta metodologia es basa en la mesura de la diferéncia de potencial entre dos eléctrodes
submergits en la solucié d’analisi: un eléctrode és sensible als hidrogenions i I’altre és I'eléctrode
de referéncia'®.

L'equip que s’utilitza és un pHmetre Mettler Toledo S40 Seven Multi. Per procedir a I'analisi,
diariament es calibra I'equip amb tres solucions tampo de referéncia seguint I'ordre segons el pH
de la solucié: pH 4, 9 i 7 respectivament. El valor obtingut de I’tltima solucié tampd, pH 7, no pot
variar més de * 0,05 unitats de pH del valor real. Un cop calibrat, es pot procedir a I'analisi de la
mostra'®*%,

Una condicié important en la determinacid del pH és la temperatura, ja que petites variacions de
temperatura produeixen resultats diferents en el valor del pH. Aquest fet és rellevant durant la
calibracié de I'equip. Per tant, totes les mesures de pH s’han de realitzar a la mateixa temperatura
compresa a l'interval de 20 - 252C'®.

Aquest és el meétode d’eleccid ja que es tracta d’una técnica més exacta que la determinacié amb
tires reactives. Per contrapartida, necessita un volum aproximat de 0,3 a 0,5 mL per poder

submergir I'eléctrode en la solucié de RF, per tant en casos on el volum de RF és limitant, la

técnica colorimeétrica és la indicada.
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Determinacio colorimétrica del pH

La metodologia es basa en la utilitzacié de tires reactives de pH d’un sol Us. Aquestes tires porten
fixats indicadors que canvien de color de forma gradual en funcié del pH de la solucié analitzada.
La técnica consisteix a utilitzar tires reactives que permetin la determinacié dels valors de pH dins
I’especificacid, en el cas dels dos RFs d’estudi I'interval de pH és entre 4,5 i 8,5. Amb I'ajuda d’una
agulla s’"humidifica una tira amb la mostra del RF a analitzar. Un cop la tira ha virat de color es
compara amb la carta de colors de la tira reactiva per a determinar el valor de pH.

Es tracta d’'una metodologia menys exacta que l'anterior, perd presenta l'avantatge de no
necessitar tant volum de mostra d’analisi i no cal calibrar ni mantenir un equip; pel que es
converteix en una técnica més rapida i economica.

En totes les versions de la Ph. Eur. anterior a la versié 8.0, en les monografies de RF només
s’indicava la determinacié del pH capitol 2.2.3. que correspon a la determinacié potenciometrica
del pH. Perd amb la publicacié de la monografia de *F-FMISO?®, s’introdueix per primera vegada
en una monografia de RF PET la determinacié mitjangant tires reactives de pH. Per tant, es tracta
d’una millora en el control de qualitat dels RFs i una adaptacié de la normativa a les condicions

especials dels RFs PET on el volum del RF és limitant i el temps d’analisi és critic.
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5.1.7.3 Puresa radionucleidica

Els RFs d’estudi estan formats pels radionuclids C-11 i F-18, que sén emissors de positrons en

desintegrar-se seguint les seglients etapes:

Desintegracio

Els radionuclids que sén “deficients en neutrons” o “rics en protons”, és a dir, que tenen
una ratio N/Z*“ menor que el nucli estable, com és el cas dels radiontclids d’interés C-11
o F-18, s’estabilitzen per desintegracié B, que consisteix en I'emissid d’un positré (B* o
gﬂ) i un neutri (v). En la desintegracié B* un proté (p) es transforma en un neutré (n)
emetent un positr6 (B*) i un neutri (v). D’aquesta desintegracié es genera un nucli fill més
estable que té un proté menys que el nucli pare. A causa de la doble emissié del positré i
del neutri que coincideix en el temps, fa que I'energia del positro sigui variable, és a dir,
d64,65

gue tingui un valor maxim i valor minim que és caracteristic per a cada radiondtcli

(equacié 8i 9).

Equacié 8. Esquema de la desintegracié B, on un proté es transforma en un positré i un
neutri, el nucli inestable es transforma en un nucli fill més estable que té un proté menys

que el pare.

XS, 4V +B +v
p>n+f+v
Equacié 9. Desintegracid dels radionuclids d’interes. Seguint I'esquema de |la
desintegracié B, F-18 i C-11 que sén nuclis inestables es transformen en el respectiu nucli

fill 0O-18i B-11.
1BF >180+B"+v
e>UB+ B +v
Aniquilacié
El positré (B*) emeés en I'etapa de desintegraci6 recorre una distancia, que és major quan
major és I'energia d’emissié del mateix positrd, abans de xocar amb un electré i produir-

se I'aniquilacié. La distancia recorreguda pel positrd és de I'ordre de mm i succeeix en un

temps molt curt, 10° segons aproximadament?. En aquesta etapa la massa de les dues

XXV

N= nombre de neutrons, Z=nimero atomic=nombre de protons, A=nimero massic= suma protons més els neutrons.
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particules es transforma en energia en forma de dos fotons de 511 KeV cadascun. Aquests
fotons sén emesos simultaniament i en sentit oposat®*®”.

Figura 37. Esquema de I'aniquilacié del positré provinent de la desintegracié (B7). El
positrd recorre una distancia fins a xocar amb un electré emetent simultaniament dos

fotons de 511 KeV, que surten en direccions oposades.
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S’ha de considerar també que I'activitat d’aquests nuclis inestables o radionuclids disminueix amb
els temps seguint una equacid exponencial que es coneix com a desintegracié de |'activitat

(equacié 10).

Equacié 10. Equacidé de desintegracié: I'activitat disminueix amb el temps seguint una equacio
exponencial que depen de la constant de desintegracié (A) caracteristica de cada radionuclid. En

I'equacié: A; és I'activitat a temps t, A és I'activitat inicial (t=0).
A Age ™M

Un parametre caracteristic de cada radionuclid és el periode de semidesintegracid o semivida
(t2), que es defineix com el temps necessari per reduir a la meitat I'activitat inicial. Aquest

parametre esta relacionat amb la constant de desintegracié seguint la segiient equacié 11%'%.

Equacié 11. Equacié que relaciona el periode de semidesintegracié o semivida (t;;) amb la
constant de desintegracié (1), ambdds caracteristics de cada radionuclid.
p Ay . In2
ti/z= 5 i tiyz="
Per tant, un radionuclid s’identifica per la naturalesa i/o energia de la seva radiacid i per la seva
semivida. La identificacié del radiondclid i el percentatge que representa de I'activitat total en el

producte final obtingut de la sintesi, formen part dels tests d’identificacio i de la determinacié de

la puresa radionucleidica (PRN) a determinar en els RFs PET i, per tant, en els RFs d’estudi.
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S’entén com a PRN d’una preparacié radiofarmaceutica, la relacid, expressada en percentatge,
entre la radioactivitat provinent del radiondclid d’interées respecte al total de la radioactivitat de la
preparacié radiofarmaceéutica®, essent el radiontclid d’interés per al *'C-PIB i *®F-FMISO, el C-11 i

el F-18, respectivament.

Respecte a la identificacio, els valors dels parametres d’identificacié de cada radionuclid venen
especificats a I'apartat 5.7 de la Ph. Eur.,, a la taula de les caracteristiques fisiques dels

radionuclids (taula 66)'”.

Taula 66. Puresa radionucleidica: taula de les caracteristiques fisiques dels radionuclids que

formen part dels RFs d’estudi (C-11 i F-18)'”’.

Semi-vida Emissid electronica Emissid fotonica
Radionuclid| (min) | Tipus Energia Probabilitat | Tipus Energia Probabilitat
(MeV) d’emissio* (MeV) d’emissio*
Carboni-11 | 20,385 B* 0,386 " 99,8 y 0,511 199,5 "

(max:0,960)
Fldor-18 | 109,77 B* 0,250" 96,7 y 0,511 193,5"
(max:0,633)

* per 100 desintegracions; (I) Energia mitjana en I'espectre [: (Il) Probabilitat maxima d’emissic corresponent a
I"aniquilacio total en la font per 100 desintegracions.

Per definir I'especificaci6 de PRN i la identificacio radionucleidica de les preparacions
radiofarmaceutiques d’estudi, es realitza una revisid per separat de les monografies publicades de

45-50

RFs marcats amb C-11 i de RF marcats amb F-18™7". A la taula 67 s’adjunta un resum de les

especificacions.

Taula 67. Puresa radionucleidica: a la taula s’adjunten les especificacions definides per al test de

puresa radionucleidica i identificacié radionucleidica dels RFs d’estudi.

Test Yc-piB BE-FMISO

Test PRNA Espectrometria gamma: Espectrometria gamma:

(Identificacié A) | Un unic pic de 0,511MeV Un Unic pic de 0,511MeV
corresponent a I'emissid de fotons corresponent a I'emissid de fotons
gamma per aniquilacié dels gamma per aniquilacié dels

positrons (1,022 MeV pic sumatori)*  positrons (1,022 MeV pic sumatori)*

Test PRNB Determinacio de la semivida: Determinacio de la semivida:
(Identificacié B) | 19,9 min - 20,9 min 105 min - 115 min

*Pic sumatori derivat de la deteccid simultaniament de fotons d’energia de 511 KeV cadascun.
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Tal com s’ha comentat en altres tests que formen part del control de qualitat dels RFs PET, com
I'esterilitat (apartat 5.1.5) i endotoxines (apartat 5.1.6), a causa de la curta semivida dels
radiontclids dels RFs d’estudi, tant les NCF en l'annex 3 de RFs®*’, com la monografia de
preparacions radiofarmaceutiques de la Ph. Eur.*®, permeten I'alliberacié del lot de RF sense haver
finalitzat els test de PRN sempre que el procés estigui controlat, és a dir, que estiguin
procedimentades les diferents fases d’analisi i tenint definides les responsabilitats en cadascuna

de les fases.

La metodologia utilitzada per a la determinacié dels diferents tests de la PRN es descriu a

continuacio.

Test de puresa radionucleidica A

Els radiontclids es poden identificar pel seu espectre d’emissié. Cada tipus d’emissié (particules
alfa, beta, electrons, radiaci6 gamma i X) requereix d’'un equip especific per poder adquirir

I'espectre.

En el cas dels RFs PET, s’utilitza I'espectrometria de radiacié gamma per tal de detectar I'energia
de 511 KeV emesa pels fotons resultants de la fase d’aniquilacio, caracteristics de la desintegracio
B*. Es poden utilitzar equips amb dos tipus de detectors: detector de centelleig i detector
semiconductor. En ambdds casos de I'absorcié de radiaciéo gamma i X en resulta un impuls electric

que I'amplitud de la qual és proporcional a 'energia de la radiacié absorbida’®.

L'equip utilitzat per a la determinacié de la puresa radionucleidica A (PRNA) dels dos RFs és un
espectrometre multicanal Mucha (figura 38), que consisteix en un detector de centelleig de iodur

sodic, Nal (TI).

Figura 38. Imatge d’un espectrometre multicanal Mucha. Parts de I'equip: detector de centelleig
de iodur sodic, Nal (Tl), situat I'interior d’un blindatge de plom de 50 mm d’espessor, que esta

connectat mitjancant un cable blindat a la unitat de mesura.
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Metodologia

Es realitza un background o mesura del fons com a punt zero de I'equip. Posteriorment es
calibra amb una font homologada de Cesi-137. A continuacié s’introdueix una mostra en
un vial de 2 mL diluida per obtenir entre 1.000 i 5.000 comptes, en cas de no aconseguir el
nombre de comptes desitjats cal ajustar la dilucié. Posteriorment es pot procedir a
I'adquisicié (temps aproximat 1 minut). Un cop finalitzada, s’integra I'area obtinguda i
s’obté I'energia gamma.

Especificacio

1% corresponent a I'emissié de fotons

Existeix un Unic pic situat a 511 KeV (+ 25 KeV)
gamma a causa de I'aniquilacié de positrons, que depenent de la geometria de la mesura
també es pot observar el pic sumatori de 1.022 KeV'® (Figura 39).

Figura 39. Espectre obtingut d’una mostra de *®F-FMISO, on es pot observar el pic situat a
520 KeV que correspon a I'emissié de fotons gamma a causa de I'aniquilacié de positrons

(511 KeV % 25 KeV). També s’observa el pic sumatori de la deteccié simultania dels dos

fotons que surten en direccions oposades.

Observacions

El metode i les especificacions varen ser definits amb anterioritat a la publicacié de
I’edicié 8.0 de la Ph. Eur., on s’ha editat una nova monografia titulada deteccid i mesura
de la radioactivitat, 2.2.66. Detection and measurement of radioactivity
(01/2014:20266)'®, que per primera vegada descriu com procedir a la mesura de la
radioactivitat. Aquesta monografia conté un apartat que fa referéencia a la determinacio
mitjangant espectrometria de radiacié gamma. Tota la metodologia: determinacié de la

radiacié de fons, calibracié amb una font homologada de Cesi-137 i determinacié de la
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mostra, segueix la monografia. Pero aquesta monografia per primera vegada proporciona

un criteri d’acceptacié per a la PRNA. Primer de tot considera que cal fer una analisi de

risc on s’estudii la possible presencia d'impureses radionucleidiques que I’energia fotonica

de les quals estigui entre el + 10 % de I'energia fotonica del radionuclid d’interés a la

mostra d’analisi. En funcié del risc, estableix un interval d’acceptacié de I'energia del pic:

Si la mostra pot contenir aquestes impureses, |'energia del pic determinada ha
d’estar compresa dins l'interval de + 2 KeV o + 2 % (escollir el valor major).

Si es descarta el risc que la mostra contingui aquests tipus d’'impureses, I'energia
del pic determinada ha d’estar compresa dins d’un interval més ampli, entre + 10

KeV o £ 6 % (escollir el valor major).

Per tant, a continuacioé es procedeix a estudiar el risc per a cada radionuclid per observar

si I'interval definit compleix la nova monografia.

Carboni-11

En el cas del C-11, I'origen de les impureses radionucleidiques prové del procés de
produccié del radionuclid en el ciclotro, per tant cal estudiar aquesta etapa.

Tal com s’ha comentat en I'apartat 4.6.1.1. Generacié de C-CO,, el C-11 es
genera de la reaccié nuclear [**N(p,a)''C] en un ciclotré model Cyclone 18/9 (IBA),
bombardejant una mescla gasosa de N,/ 0.5 % O, durant 45-60 minuts amb una
intensitat en el blanc de 28 pA/h obtenint-se finalment I'espécie c.co,.

Les possibles impureses que es generen provinents del bombardeig principalment
son metal-liques i queden integrades com a part metal-lica del blanc, essent molt
baixa la probabilitat que es desprenguin i passin a formar part del producte final.
En el cas que es desprengui una particula d’alumini procedent del cos del blanc o
de la finestra, i que aquesta particula contingui adherida alguna d’aquestes
impureses, cal tenir en compte que es tracta d’un blanc on la mescla
bombardejada és un gas, per tant aquesta particula no podria ser arrossegada cap
al modul de fabricacid, a diferéncia dels blancs liquids. | si per algun motiu
s’arribés a produir, existeix posteriorment un altre filtre que és la trampa de meta
empaquetada amb Carbosphere 60/80, que és un absorbent. Aixi que es descarta
la possibilitat que impureses provinents del blanc puguin formar part del

producte final®’.
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= F-18
En el cas del F-18, també es troba l'origen de les impureses en l'etapa de
produccié del radionuclid en el ciclotro.
Aixi que tal com s’ha comentat en |'apartat 4.6.2.1 Generacio i concentracio d’io
fluorur (**F), el ®F es genera de la reaccié nuclear [**0(p,n)'®F] en un ciclotré
model Cyclone 18/9 (IBA), bombardejant aigua enriquida amb Oxigen-18 amb una
intensitat (LA) depenent de la mida del blanc que s’utilitzi, essent el blanc de
niobi.
Les possibles impureses que es generen del bombardeig principalment sén
metal-liques i queden integrades com a part metal-lica del blanc. Si s’allibera
alguna impuresa posteriorment a I'etapa de transferéncia del fluorur generat al
modul de sintesi, quedarien atrapades al cartutx d’intercanvi anionic (QMA). Cal
mencionar que l'aigua enriquida no és reciclada, i prové d’un proveidor validat.
Aixi que també en el cas del F-18 es descarta la possibilitat que impureses
provinents del blanc puguin formar part del producte final®.

En no haver-hi risc de preséncia d’'impureses radionucleidiques en el producte final en cap dels

106 ' 'especificacié a complir

dos casos, seguint la nova monografia de la Ph. Eur. (01/2014:20266)
és l'interval més ampli: entre = 10 KeV o + 6 % (escollir el valor major). Per tant, I'especificacié

definida compleix amb el criteri del 6 % definit per la nova monografia.

Test de puresa radionucleidica B

En el test de Puresa radionucleidica B (PRNB) es determina la semivida que és una caracteristica
de cada radionuclid i s’utilitza per a la seva identificaci'®. Aquest parametre es calcula mesurant
la variacié de la radioactivitat d’'una mostra de RF en funcié del temps mitjangant un instrument

calibrat.

- Metodologia
S'utilitza la mostra i el mateix equip utilitzat per a calcular la CR, un activimetre model
CRC-15PET de Capintec.
Es van agafant mesures en el temps segons el radiontclid d’estudi registrant I'hora i
Iactivitat'®:

= F-18: 1 mesura cada 15 minuts, 9 mesures en total (135 min).

= (C-11: 1 mesura cada 5 minuts, 5 mesures en total (25 min).
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Posteriorment es calcula la semivida: amb les dades obtingudes es dibuixa una grafica on
les abscisses representen el temps i I'ordenada el logaritme de I'activitat mesurada

(Figura 40). Del pendent de la recta, segons equacio 12, es pot calcular la semivida (ty ).

Equacié 12. Equacid per a calcular la semivida. Substituint a I‘equacié 11 I'equacié 10,
s’obté I'equacio de la recta d’on es pot extrapolar la semivida.
In2 t, —to

= ——=n2x —2 0
V2 = T e A, — InA,,

Figura 40. Operacions per al calcul de la semivida: grafica i extrapolacié mitjangant

I’aplicacio de I'equacio 12.

| Determinacid de la puresa radionucleidica
ACTIVIMETRE In ([Activitat]) vs temps
[ ot | eB12021401 | R E———
16 —
N - . =14
t(min) Actividtat In [Activitat) = .
12 —
0 6,34 1,846878768 £
5 5.00 1,609437912 20s
10 1,40 1,481604541 =05
15 3,78 1,32972401 0.4
20 3,16 1,150572028 0.2
i
pend _‘ a 5 10 15 20 25
endent Lz (min) temps {min) v =-0,0334x+ 15181
-0,033446548 20,72402769 R?=0,9903
[ Realitzat per: | E.Torrent

Especificacio
=  Determinacié de la semivida C-11 : 19,9 min - 20,9 min.
= Determinacid de la semivida F-18: 105 min - 115 min.
Observacions
Tal com s’ha comentat en I'apartat anterior, amb la publicacié de la nova monografia de la
Ph. Eur. (01/2014:20266)'* detecci6 i mesura de la radioactivitat de la de la Ph. Eur. edicié
8.0, també es troba establert com procedir a la determinacio de la semivida. La Ph. Eur.
descriu que en el cas de radiondclids de curta semivida, com és el cas del C-11 i F-18,
procedir a la determinacié de la semivida aproximada forma part de la identificacié del
radionuclid. El procediment a seguir per determinar la semivida aproximada és:
= S'utilitza un aparell calibrat que permeti determinar I’activitat i la seva variacié en
el temps dins de la seva linealitat.
=  Esrealitzen com a minim 3 mesures d’activitat de la mostra intercalades amb una
periodicitat de com a minim un quart de la semivida del radionuclid a determinar.

= S'utilitza la mateixa geometria de la mostra en I'equip per a les diferents mesures.
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En el cas de la metodologia aplicada, s’observa que compleix allo que s’esmenta en la
nova monografia:
= S’ha utilitzat un activimetre calibrat diariament amb una font de Cesi i subjecte a
calibracions i manteniment periodic.
= S’han realitzat més de 3 mesures per a cada radionuclid en periodes que son
iguals o inferiors a un quart de la semivida del radionuclid:
- C-11: 1 mesura cada 5 minuts, total 5 mesures (t;;, = 19,9 min - 20,9 min).
- F-18: 1 mesura cada 15 minuts, total 9 mesures (t;;; = 105 min - 115 min).
= La mostra s’ha deixat a I'interior de I'activimetre i s’"han agafat les mesures al llarg

del temps, per tant, es manté la mateixa geometria dins I'equip.

A la nova edicié 8.0 de la Ph. Eur. també existeixen revisions de monografies de RFs PET
que afegeixen com a requisit per a realitzar el test de PRNB de RFs marcats amb F-18 la
determinacio de la quantitat de F-18 i de les impureses de semivida superior a 2h. Per tal
de procedir a aquesta determinacid, les monografies de F-FMISO*, “®F-FDG*, ®F-
Alovudine® citen que s’ha de deixar decaure una mostra de RF fins que el F-18 hagi
decaigut (aproximadament 24h), de tal manera que permeti la deteccié d’impureses.
Mitjancant un espectrometre de radiacio gamma es determina que la radiacié deguda a
les impureses no representa més del 0,1 %. Per contra la monografia de Flurodopa™®
descriu el mateix procediment sense limitar a 24h el temps de decay de la mostra, i com a
resultat es compara |'espectre obtingut amb el background. El criteri d’acceptacié és que
no difereixin significativament. Al ser un test introduit I’'any 2014 i considerant que la fase
experimental va ser desenvolupada durant el periode 2009 - 2012 en laboratori
farmaceutic CRC-Centre d’Imatge Molecular que es troba sense activitat des de I'any
2013, aquest nou requeriment no ha estat realitzat. Aixi que es recomana la seva

realitzacié seguint el procediment descrit.
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5.1.7.4 PQ: Residus metal:lics

Introduccié

Alguns metalls s’utilitzen, sols o combinats, com a catalitzadors de reaccions quimiques, és a dir,
com a substancies que s’addicionen a les etapes de produccié per tal de canviar la velocitat de les
reaccions. Aix0 fa que puguin quedar com a residus en les preparacions farmaceutiques sense

111

aportar un efecte terapeutic beneficids per al pacient™. Per tant, es fa necessari avaluar el risc en

qualitat i seguretat de la preséncia d’aquests compostos en el producte final.

La guia de 'EMA sobre les especificacions per als residus de metal-lics catalitics o dels reactius
metal-lics (Guideline on the specification for residues of metal catalysts or metal reagent)™,
descriu els limits a aplicar pels residus metal-lics en funcid del risc que cadascun suposa. Pel fet
que els metalls presenten diferent biodisponibilitat a dosis orals, la guia adjudica diferents limits

en funcié de la via d’administracid: oral o parenteral.

Primerament la guia classifica els metalls en tres categories considerant el risc potencial sobre la

salut humana™*:

- Classe 1: Metalls que suposen un risc de seguretat significatiu
Aquest grup inclou metalls dels quals es coneix o se sospita que sén carcinogens o que
poden ser agents que causen altres toxicitats.

- Classe 2: Metalls que suposen un baix risc de seguretat
Aquest grup inclou metalls que tenen associada una baixa toxicitat. Generalment
presenten una bona tolerancia a I'exposicié de dosis que formen part dels medicaments.
Poden ser metalls requerits com a nutrients o aquells que trobem als aliments o en els
complements nutricionals.

- Classe 3: Metalls que suposen un minim risc de seguretat
Aquest grup inclou metalls que no presenten toxicitat. El seu perfil de seguretat esta ben
establert. Generalment presenten bona tolerancia a I'exposicié de dosis que sobrepassen
els nivells que es troben amb I'administracié de medicaments. S’acostumen a trobar a

I'ambient o en el regne animal o vegetal.
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Una vegada classificats els metalls, la guia estableix uns limits de seguretat en unitats de

concentracid per a cada metall en funcié de la seva PDE*™" (taula 68).

Taula 68. Limits d’exposicié dels metalls en la substancia activa en funcié de la seva classificacié

segons la guia de 'EMA, Guideline on the specification for residues of metal catalysts or metal

reagent™™, i considerant la via d’administracié parenteral.

Exposicié parenteral

Classificacié Metall PDE Concentracié
(ng/dia) (ppm)
Classe 1A: Pt, Pd 10 1
Classe 1B: Ir, Rh, Ru, Os 10 1*
Classe 1C: Mo, Ni, Cr, V 25 2,5
Classe 2: Cu, Mn 250 25
Classe 3: Fe, Zn 1300 130

* Limit de la subclasse: La suma total dels metalls llistats no
pot superar la concentracid limit.

Com els residus metal-lics provenen de la sintesi de la substancia activa, es poden substituir els

limits dels metalls en la substancia activa pels limits en el producte final.

Segons la guia de 'EMA

1 hi ha diferents maneres de realitzar-ho:

Opcid 1: Per a cada metall s’estableix el limit de la taula 68, que ha estat calculat segons
I’equacid 13 considerant la PDE de cada classe de metall i assumint una dosi diaria de 10
g/dia.

Equacié 13. Equacio que estableix la concentracié limit per a cada metall en la substancia
activa en funcid de la seva PDE i assumint una dosi diaria de la preparacié farmaceutica
final de 10 g/dia.

PDE (ug/dia)
dosi diaria (g/dia)

Concentracié (ppm) =

Si totes les substancies actives que formen part de la preparacié farmaceutica final
compleixen el limit anterior, es poden usar en la produccidé sempre que la dosi del

medicament no superi els 10 g/dia. En cas que se superi, cal aplicar I'opcié 2.

XXVi

Des d’un punt de vista farmacéutic la PDE es defineix com I’exposicié cronica maxima acceptable a un metall que és

improbable que produeixi un efecte advers.
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- Opcid 2:
Per a calcular el limit de cada metall en la substancia activa, s’utilitza I'equacié 13 on
s’aplica la PDE corresponent al metall i la dosi diaria de la substancia activa en el
producte final.

- Alternativaal'opcio 1i 2.

Es calcula el limit de cada metall provinent de qualsevol de les substancies actives en el
producte final, utilitzant la PDE i la dosi maxima coneguda del producte final. Aquesta
opcid es pot usar sempre que es demostri que els residus metal-lics han estat reduits
practicament al minim en cada substancia. Aquesta opcié implica que per a certs metalls
es poden permetre nivells superiors per substancia activa que els permesos en les altres
dues opcions, perd queden compensats pels minims nivells en altres substancies actives
de la férmula del producte final.

Respecte als metodes analitics per determinar els residus metal-lics, cal utilitzar métodes validats i

especifics per a cada metall.

Quan hi ha l'evidencia que en un procés sintétic se’n poden obtenir residus metal-lics en el
producte final, cal que els metalls siguin analitzats i formin part de I'especificacié del producte
final. Aix0 fa que la determinacié de metalls sigui un punt important a considerar en el

desenvolupament d’un medicament.

Per altra banda cal considerar que la guia de 'EMA permet passar els tests de residus metal-lics
com a no rutinaris, si es pot demostrar que el procés de produccié elimina els metalls de les
substancies actives. Cal demostrar-ho en sis lots pilots consecutius o bé en tres lots fabricats a
escala comercial complint amb el requeriment que el contingut final en metalls sigui menor al 30
% del limit establert. En aquest cas la determinacié de metalls podra passar de control rutinari per
a cada lot a control no rutinari, pero no es podra mai eliminar la seva determinacié. Només en el
cas dels metalls de classe 3 podran eliminar-se de les especificacions si es demostra que es

garanteix |'eliminacié del residu metal-lic en el producte final**.

En el cas dels RFs ens trobem amb una diferéncia respecte al text de la guia que aplica als
medicaments convencionals. Els metalls en el producte final d’'un RF poden provenir tant de les
substancies actives de la férmula de fabricacié com del propi procés de produccié del RF, ja que
aquest procés implica la sintesi del principi actiu a partir del PRad i PR no radioactiu. En aquest
procés es pot requerir I'addicid de metalls catalitics i aquests poden passar a formar part del

producte final. Per tant, cal estudiar tant els residus metal-lics de la substancia activa que
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participen en la sintesi del RF, com és el cas del PR de sintesi, com aquells metalls que participen

en la sintesi del producte final. Alhora, a causa del poc volum final que es té de cada RF (15 mL),

seria interessant poder justificar una reduccié del control de metalls i passar-lo a fer com a no

rutinari.

En el cas dels RFs d’estudi s’ha extrapolat tot alld que refereix la guia a les substancies actives als

metalls que participen en la sintesi del producte final, per tant s’ha aplicat la mateixa taula de

limits en funcio de la PDE.

Per poder coneixer els metalls que s’han de determinar en els RFs d’estudi cal estudiar el procés

de sintesi i/o certificat de substancies actives i el procés de sintesi del RF.

“Cc-PIB

De la férmula de fabricacié del *C-PIB, la substancia activa per a la sintesi de la qual
s’utilitzen metalls és el PR-PIB. Avaluant el Dossier del CMC del PR-PIB (Dossier sobre les
propietats quimiques, procés de produccié i control: Chemistry, Manufacturing and

Control)**?

, observem que per a la seva sintesi s’utilitza com a metalls catalitzadors
I'acetat de pal-ladi (Il) i el iodur de coure (l), essent I'especificacid en la substancia activa

de <100 ppm per a cadascun dels metalls.

Quant al procés de sintesi del RF, tal com esta descrit en el capitol de sintesi de 'C-PIB,
concretament en el punt 4.6.1.2 Generacio de C.CH,, s'utilitza una columna d’acer
inoxidable emplenada de tamis molecular i niquel per tal de concentrar el gas *C-CO,
provinent del ciclotrd i reduir-lo a *'C-CH,. Per tant, cal determinar niquel en el producte

final.

Per establir els limits de cada metall en el producte final, s’aplica I'equacié 13 considerant
la PDE corresponent a cada metall i la dosi maxima de producte final que és de 10
g/dia™"", quedant els limits segons la taula 69. També es calcula el 30 % del limit de cada
metall per poder valorar si el producte final compleix aquesta especificacié i per tant

poder justificar el fet de realitzar un control reduit i no en cada lot de producte.

xxvii

El volum maxim a injectar és de 10 mL per transformar-ho a grams s’assumeix I’equivaléncia 1 g = 1 mL.
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| *'C-PIB. A la taula s’observa la

Taula 69. Limits dels metalls presents al producte fina
classificacié de cada metall i la PDE segons la guia de 'EMA, Guideline on the specification
for residues of metal catalysts or metal reagents™ i el calcul del limit en el producte final
segons I'equacié 13 considerant que la dosi maxima de producte final és de 10 g/dia. Es

calcula també el 30 % del limit per a cada metall.

Metall Classe PDE LimitEMA Limit30% EMA

Pal-ladi 1A 10 1 ppm 0,3 ppm
Niquel 1C 25 2,5 ppm 0,75 ppm
Coure 2 250 25 ppm 7,5 ppm

PDE: exposicid diaria permesa.

- BEFMISO
Quant a la férmula de fabricacié del ®F-FMISO s’observa, consultant el CMC'*® de la

substancia activa, PR-FMISO, que per a la seva sintesi no s’utilitza cap metall.

Pel que fa al procés de sintesi del RF, tal com esta descrit en I'apartat 4.6.2 Sintesi de “F-

FMISO, no s’utilitza cap metall catalitic per a la seva sintesi.

Per tant per aquest RF queda exclos el control de metalls tant en les substancies actives

com en el producte final.

Per a la determinacié de metalls se segueix la seglient metodologia.

Metodologia

Es realitzen tres produccions de 'C-PIB, generalment es poden aprofitar els tres lots de validacié
ja que es necessitara un total de tres mostres de tres lots diferents de cada RF i cal que siguin lots
equivalents a les produccions rutinaries si es vol justificar un control reduit.

De cada sintesi s’agafa una mostra d’aproximadament de 1,5 mL del producte.

Com que no es disposa d’equip per a la determinacié de metalls, el test de metalls es realitza en
una instal-lacié externa a la instal-lacié radioactiva PET on es produeixen els RFs, que no disposa
de permis d’instal-lacié radioactiva. Per tant segueix el mateix criteri per a I'enviament de la
mostra al laboratori extern descrit a I'apartat 5.1.5 Esterilitat. El transport del producte es
realitzara quan la mostra a analitzar sigui classificada com a no radioactiva. Es considera una
mostra de radioisotops C-11 i F-18 desclassificada com a material radioactiu quan la mostra

contingui < 10 Bg/g (Orden ECO 1449/2003%).
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El meétode que el laboratori extern utilitza per a la determinacié dels metalls és ICP-MS
(Espectroscopia de masses amb plasma acoblat inductivament)'** dissolent préviament la mostra
en medi acid i seguint la monografia 2.4.20. Determinacid dels metalls catalitics o residus

metal-lics (04/2013:20420) ™.

Resultats
A continuacié s’adjunten els resultats de la determinacié dels metalls en els tres lots de validacid

de C-PIB.

Taula 70. Resultats de la determinacié de metalls dels tres lots de validacié del RF 'C-PIB. A la
taula s’indica el valor obtingut de cada metall per a cada lot analitzat i els limits de la guia de

'EMA™ i el limit del 30 % per justificar el control reduit.

Metall Lot 1 Lot 2 Lot 3 Limit EMA Limit 30% EMA

Pal-ladi <0,3ppm <03ppm <0,3ppm 1 ppm 0,3 ppm

Niquel <0,3 ppm <0,3ppm <0,3 ppm 2,5 ppm 0,75 ppm

Coure <0,5 ppm <0,5ppm <0,5 ppm 25 ppm 7,5 ppm
Conclusié

Els resultats de cadascun dels metalls en els tres lots de validacié de "*C-PIB sén menors al limit
del 30 % dels limits calculats per a cada metall segons la guia de 'EMA, per tant amb els resultats
obtinguts no només s’assegura que el metode de sintesi no deixa residus de metalls majors als
permesos en el producte final, sind que també permet justificar un control reduit. Al tenir metalls
de classe 1 i 2, no es pot eliminar el control pero si que es pot reduir en base als resultats
obtinguts. Per tant, el control dels metalls no es realitzara per a cada lot de RF sind que passara a
ser una especificacid del producte que es dura a terme semestralment tal com es fa amb la

carrega microbiana, veure apartat 5.1.7.5 Carrega microbiana.
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5.1.7.5 Carrega microbiana (Bioburden)

Tal com s’ha comentat en l'apartat 5.1.5 Esterilitat, els RFs d’estudi sén medicaments
d’administracié parenteral que es produeixen seguint un procés aseptic i s’esterilitzen per doble
filtracid. Per tant, el procés de fabricacid és molt critic des d’'un punt de vista microbiologic. A
més, cal sumar-hi el concepte introduit d’esterilitat com a la probabilitat que existeixi una unitat
no esteril en un lot de producte. Per tant, la probabilitat d’obtenir un producte esteril al final de
I’esterilitzacid, dependra també del nombre, tipus i resisténcia dels microorganismes presents en
el producte abans del procés d’esterilitzacio®.

Per aquest motiu existeix el test de carrega microbiana (bioburden), que és un assaig que forma
part de la monitoritzacié en procés que s’utilitza per estimar el nombre total de microorganismes

presents en una mostra abans de la seva esterilitzacié™™®.

Les NCF en el capitol de produccié™’ puntualitzen que en totes les fases de produccié d’un

medicament s’ha de protegir tant el producte com el material de la contaminacié microbiana i,
especificament en l'annex 1 de fabricacié de medicaments esterils®®, cita que la carrega
microbiana ha de ser controlada abans de I'esterilitzacio, que s’han de definir limits en funcid del
meétode d’esterilitzacid i que aquest test s’ha de determinar per a cada lot de producte.

Considerant els RFs com a medicaments esteérils cal realitzar el test de la carrega microbiana.
Aquest test es realitza seguint la monografia de la Ph. Eur. Avaluacié microbiologica de productes
no esterils: test de recompte microbiologic 07/2010:20612 “Microbiological examination of non-

7118 que descriu dues metodologies validades:

sterile products: Microbial enumeration tests
filtracid esterilitzant o recompte en placa. Els dos metodes sén de farmacopea per tant es poden
aplicar i seguir segons monografia.

Quant a I'especificacid, ni la monografia de la Ph. Eur.™® ni les NCF en I'annex 1* especifiquen un
valor de microorganismes limit a complir, només comenten que cal tenir uns limits definits en
funcié del meétode esterilitzant que s’utilitza. Per establir-lo se segueix el que s’ha descrit en la
guia de 'EMA nota de la guia de la produccié de formes farmaceutiques finals (note for guidance

16119 on s’especifica que per a I'esterilitzacié per

on manufacture of the finished dosage form)
filtracié en molts casos un limit no superior de 10 ufc/100 mL es considera acceptable, depenent
del volum i del diametre del filtre. En el cas que no s’aconsegueixi aquest criteri cal utilitzar un
pre-filtre per aconseguir reduir-lo. Per tant, es considera aplicar aquest limit com a especificacié
de la carrega microbiana pels dos RFs d’estudi. Cal considerar que en els dos casos s’utilitza doble

filtracid esterilitzant, és a dir, dos filtres esterilitzants acoblats en serie de grandaria de porus de

0,22 um que permet 'esterilitzacid.
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La problematica associada al test de carrega microbiana és la propia determinacié en els RFs
d’estudi ja que tenen un volum final molt petit, de 15 mL, comparat amb els medicaments
convencionals. Pel test de carrega microbiana és necessita un volum aproximat de 6 mL. Per tant,
complir amb I'annex 1 de fabricacié de medicaments estérils*® que cita que s’ha de realitzar el test
per a cada lot produit, no és viable ja que no es disposa de suficient volum de producte final per a
realitzar el control de qualitat i dispensar la dosi del pacient. Si es consulta I'annex 3 de RFs? i les
monografies de RFs de la Ph. Eur., cap d’aquests texts menciona el test de la carrega microbiana.
Davant d’aquesta incongruencia, per a cada RF primer es realitza el test de carrega microbiana en

els tres lots de validacid i després, en funcid dels resultats, s’estableix la periodicitat del test.

Metodologia

Es realitzen tres produccions de cada RF, generalment es poden aprofitar els tres lots de validacié
ja que es necessita un total de tres mostres de tres lots diferents de cada RF.

En cada sintesi s’agafa una mostra d’aproximadament 6 mL del producte abans de filtrar.

El test de la carrega microbiana, igual que el test d’esterilitat, es realitza en una instal-lacié
externa a la instal-lacid6 on es produeixen els RF, que no disposa de permis d’instal-lacié
radioactiva. Per tant, se segueix el mateix criteri per a I'enviament de la mostra al laboratori
extern. El transport del producte es realitzara quan la mostra a analitzar sigui classificada com a
no radioactiva. Es considera una mostra de radioisotops C-11 i F-18 desclassificada com a material
radioactiu quan la mostra contingui < 10 Bg/g (Orden ECO 1449/2003%). A diferéncia del test
d’esterilitat (apartat 5.1.5), com que la mostra del producte no és estéril es conserva en
refrigeracié controlada (2-82C) i I'enviament també es fa en fred per tal d’evitar creixement no
desitjat, ja que alld que interessa és saber la carrega microbiana just en el moment abans

d’esterilitzar el producte.
Resultats

A continuacid s’adjunten els resultats de la carrega microbiana obtinguts pels tres lots de validacid

de cada RF (taula 71 72).

Taula 71. Resultats de la carrega microbiana dels tres lots de validacié del **C-PIB.

c-pIB Aerobics  Anaerobics Fongs i llevats
Lot 1 <lufe/mL <21lufe/mL <1 ufc/mL
Lot 2 <lufe/mL <21lufe/mL <1 ufc/mL
Lot 3 <lufe/mL <21lufe/mL <1 ufc/mL
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Taula 72. Resultats de la carrega microbiana dels tres lots de validacié del **F-FMISO.

e.FMISO  Aerdbics  Anaerdbics Fongs i llevats

Lot 1 <lufe/mL < 1lufe/mL <1 ufe/mL
Lot 2 <lufe/mL < 1lufe/mL <1 ufe/mL
Lot 3 <lufe/mL <21lufe/mL <1 ufc/mL

Conclusié

Els resultats dels tres lots de validacié de cada RF son menors a 1 ufc/mL (especificacié < 10
ufc/100 mL), per tant permeten assegurar que el métode d’esterilitzacio per doble filtracio sera

capac d’esterilitzar el producte.

Tal com s’ha comentat no es pot realitzar el test de carrega microbiana per a cada lot ja que el
volum requerit per al test és de 6 mL, mentre el volum final d’'una produccié és de 15 mL.
Observant els resultats obtinguts es decideix passar el control a freqiencia semestral on es

realitzara una produccié destinada per a la determinacié de la carrega microbiana.
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5.1.7.6 Identificacio

El test d’identificacid té com a objectiu obtenir la confirmacid, dins un grau acceptable de certesa,
que la preparacio és conforme amb la descripcié de I'etiqueta. Moltes vegades aquests control
esta format per més d’un test que es complementen entre si o per tests que fan referéncia a

altres parametres que cal realitzar dins el control de qualitat del producte'®.

En el cas dels RFs PET, el test d’identificacié es basa en la confirmacid de la identificacié del
radionuclid que marca la molécula d’interés més el test d’identificacié de la molécula d’interés o
principi actiu. Per aixd sén tests que formen part de la PRN (apartat 5.1.7.3) i de la PQ i PRQ
(apartats 5.1.1 i 5.1.2). A la taula 73, adjunta a continuacio, es detallen els tests d’identificacié per

als RFs d’estudi.

Taula 73. Identificacié dels RFs d’estudi®” *.

Test “'c-piB *F-FMISO

Identificacio A Espectrometria gamma: Espectrometria gamma:

(Test PRNA) un Unic pic de 0,511MeV un Unic pic de 0,511MeV
(1,022 MeV pic sumatori) (1,022 MeV pic sumatori)

Identificacio B Determinacié de la ty,: Determinacié de la ty,:

(Test PRNB) 19,9 min —20,9 min 105 min — 115 min

Identificacié C El TR del pic principal del EITR del pic principal del

(PQ) radiocromatograma de la mostra radiocromatograma de la mostra ha
ha de ser aproximadament igual de ser aproximadament igual al TR
al TR del pic principal del delpicprincipal del cromatograma

cromatograma del patré PIB. del patré FMISO.

PRNA: puresa radionucleidica A, PRNB: puresa radionucleidica B, PQ:puresa quimica, t;,:
semivida, TR: temps de retencio.

Els tests d’identificacid A i B identifiquen el radionuclid que marca la molécula d’interes, sén

parametres que es determinen en la PRN i, per tant, ja es consideren validats.

El test d’identificacié C identifica el principi actiu o molécula d’interés. Per a la seva determinacié
s’utilitza el cromatograma de la mostra radioactiva que s’injecta en el test de PRQ i PQ, i el
cromatograma del patrd no radioactiu del principi actiu de la PRQ i PQ. Demostrant que el pic
principal de la mostra en el cromatograma radioactiu coincideix amb el pic principal del patré de
principi actiu en el cromatograma UV, s’assegura que el compost principal marcat

radioactivament és la molécula d’interes (Figura 41). Cal comentar que es parla de coincidéncia ja
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que s’estan considerant dos detectors diferents, el detector UV i el detector RAD, que estan
disposats en serie, per tant, hi ha un retard de la mostra en arribar a I'Gltim detector de la série.
Per a la identificacid C s’utilitza un test analitic que esta validat amb la PQ i PRQ. Concretament la
guia ICH sobre Validacié de métodes analitics ICH Q2 (R1)*’ cita que per al test d’identificacié s’ha
de validar la selectivitat (Figura 15), el métode analitic utilitzat per a cada RF d’estudi el parametre

de selectivitat ja ha estat validat.

Figura 41. Identificacid C: A la figura es pot observar a I'esquerra el cromatograma patré de PR-
PIB i PIB del test de puresa quimica i radioquimica on el pic corresponent a PIB té un temps de
retencid (R/T min) de 3 min. A la dreta s’observa I'analisi de la mostra per al métode de puresa
quimica i radioquimica on en el radiocromatograma (ADHV-1) el temps de retencié del pic
principal és de 3,02 min. Amb la coincidéncia del temps de retencié entre el patré PIB i el pic

principal en la mostra, es pot identificar aquest pic com a *'C-PIB.

Patrd Mostra “C-PIB

Cni WOEY=1

s i BT Trpe [ — Svm T Beilod L i BT Type A LA i Esd
-
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5.2 Validacié de procés

5.2.1 Introduccié
La validacié es basa en obtenir proves, seguint les NCF, que qualsevol procés, equip, material,

120 pe| que fa al procés de produccié d’un

activitat o sistema produeix en realitat el resultat previst
medicament aplica el que s"anomena la validacié de procés, que és la verificacié documentada de
que el procés realitzat, dins els parametres establerts, poden oferir resultats eficacos i
reproduibles per a elaborar un medicament que compleixi les seves especificacions i atributs de

qualitat predeterminats®.

La validacié de procés forma part de la documentacid a presentar a les autoritats sanitaries per tal
que autoritzin I'ds d’'un medicament. Es tracta d’una etapa que cal completar abans de la
utilitzacio clinica d’'un RF (validacio prospectiva). Aixi que, un cop finalitzat el disseny de procés de
fabricacio, estudiats i identificats els punts critics del procés, validats els metodes analitics i
elaborats els lots pilots, s’"ha de procedir a assegurar i disposar de documents que evidenciin que

el procés és consistent i capac d’obtenir un producte final de la qualitat requerida™'.

Segons les NCF la validacié prospectiva ha d’incloure, entre altres aspectes®***":

- Breu descripcid del procés.

- Resum de les fases critiques del procés de fabricacio.

- Llistat dels equips/instal-lacions que s’utilitzaran i incloure el seu estat de calibracié.

- Especificacions del producte final per a la seva alliberacid.

- Llistat dels metodes analitics.

- Controls de procés i criteris d’acceptacio.

- Assajos addicionals, criteris d’acceptacié i validacid analitica, segons correspongui.

0 Pla de mostreig: métodes de registre i avaluacié dels resultats.

- Funcions i responsabilitats.

- Calendari proposat.
Per tant, pel que fa al marc dels metodes analitics a que es refereix la tesi, apliquen els seglients
parametres:

- Realitzacié d’un llistat dels equips/instal-lacions que s’utilitzaran per a realitzar el control

2 Xxviii
(0]

de qualitat i incloure el seu estat de qualificaci , calibracié i verificacio.

- Especificacions del producte final per a la seva alliberacid.

. . . . . 120
Comprovacié que un equip funciona correctament i produeix realment els resultats previstos .

Xxviii
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- Llistat dels metodes analitics.

- Controls de procés i criteris d’acceptacié. En aquest cas per als RFs d’estudi el procés de
fabricacid és continu i es controla per parametres de procés que no impliquen la
realitzacié d’un test analitic.

- Assajos addicionals, criteris d’acceptacid i validacid analitica, segons correspongui. En el
cas dels RFs d’estudi no es realitzen controls de qualitat addicionals més que els definits

per a cadascun.

Definits tos aquests aspectes, s’ha de procedir a realitzar una série de lots de producte en les
condicions habituals. El nimero de lots ha de ser suficient per establir el grau de variacio,
tendeéencies i ser representatius dels lots que es produiran en rutina. Generalment s’accepta
realitzar tres lots consecutius que satisfacin els parametres definits>>*'.

Per aixo és molt important que durant el procés de desenvolupament d’un RF, s’hagi estudiat el
comportament i les caracteristiques fisiques i quimiques del principi actiu i s’hagin identificat els
parametres critics de procés.

Cal considerar que de qualsevol canvi en el procés que pugui afectar la qualitat del producte o la
reproductibilitat del procés se n’ha d’estudiar el seu impacte. Per exemple, un canvi en les
instal-lacions, equips, sistemes, parametres de procés cal que sigui avaluat mitjancant I'eina
d’analisi de risc i determinar, en cas d’'impacte, si cal realitzar una extensié de la validacié o una

revalidacié del procés®**',

Darrerament a causa de l'aparici6 de les guies ICH Q8 (desenvolupament farmaceutic,
Pharmaceutical development)*??, ICH Q9 (Analisi de risc, Quaity Risk Managment)®® i ICH Q10
(Sistema de qualitat farmaceutic, Pharmaceutical Quality System)***, les NCF amb 'annex 15 de
validacié® estan en revisié per tal d’introduir 'analisi de risc en I'avaluacié dels parametres critics,
I'estudi de la qualitat per disseny (quality by design) i el concepte de validacié de procés en
continu, és a dir, en tot el cicle de vida del producte (ongoing process verification) introduit a
I'avaluacié de la qualitat del producte per tal de controlar les variacions existents en el procés i

implementar mesures correctores.
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5.2.2 Hipotesi
Es poden obtenir tres sintesis consecutives de cada RF que compleixin totes les especificacions

definides per a la validacié de procés.

Els métodes analitics validats i les especificacions definides per als dos RFs d’estudi, *'C-PIB i **F-

FMISO, sén aplicables a la validacid de procés de cada RF.

5.2.3 Objectius
Validar el procés de produccié de cada RF obtenint tres sintesis consecutives de cada RF que

compleixin totes les especificacions definides.

Els metodes analitics validats permeten demostrar que el procés definit assegura la qualitat del

producte final d’acord amb les especificacions definides.

5.2.4 Metodologia
Es realitzen tres sintesis consecutives per RF, que compleixin especificacions, de la seglient

manera:

- Es porten a terme les sintesis seguint el procés de produccié definit en I'apartat 4.6.1
Sintesi de "'C-PIB i 4.6.2 Sintesi de "*F-FMISO

- S’analitza cada lot produit seguint els métodes analitics descrits a continuacio.

Taula 74. Validacié de procés: taula resum on s’indica el test analitic, la metodologia que cal

aplicar per a cada test i, en cas que apliqui, 'apartat on s’ha validat el méetode analitic.

Test Meétode analitic Validacié
Identificacio Apartat 5.1.7.6 Aplica la validacioé de la puresa quimica,
radioquimica i radionucleidica.

Aspecte i pH Apartat 5.1.7.1i5.1.7.2 No aplica

Puresa radioquimica Apartat 5.1.2.4 Apartat 5.1.2

Puresa quimica Apartat 5.1.1.4, taula5  Apartat 5.1.1

Dissolvents residuals Apartat 5.1.4.4, taula 48 Apartat 5.1.4

Puresa radionucleidica | Apartat5.1.7.3 No aplica

Test esterilitat Apartat 5.1.5 Apartat 5.1.5

Test Endotoxines Apartat 5.1.6 Apartat 5.1.6

A continuacié s’adjunten taules ampliades de la metodologia per a aquells controls que

requereixen patrons i test d’idoneitat no comentats en els apartats indicats de la Taula 74.
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Puresa quimica i radioquimica per HPLC

Uc.piB

1B FMISO

Patrons

Test Meétode

Analis

Identificacio

idoneitat

idela

Blanc: fase mobil (FM) composicié 55%
formiat amonic pH 5 : 45 % Acetonitril.
Patro etanol: 100 pL d’etanol s’enrasa
fins 10 mL amb FM.

Patré sérum fisioldgic: vial 2 mL serum
fisiologic.

Patro CQP1: dissoldre 1,5 mg Patrd
PIB*' en 200 pL DMSO i s’enrasa a 10 mL
amb FM. (150 pg/mL PIB).

Patréd CQP2: dissoldre 1,0 mg Patré PR-
PIB*2 en 200 pL DMSO i s’enrasa a 10 mL
amb FM. (100 pg/mL PR-PIB).

Patrd CQP3: es pipeteja 86 uL Patrd
CQP1i 13 pL de Patré CQP2, s’enrasa a
10 mL amb FM. (1.3 pg/mL PIB, 0.13
pg/mL PR-PIB).

Blanc: fase mobil (FM) composicié 80 %
aigua : 20 % acetonitril.

Patré etanol: 100 pL d’etanol s’enrasa
fins 10 mL amb FM.

Patré sérum fisiologic: vial 2 mL sérum
fisiologic.

Patré CQF1: es pesa 1mg FMISO> + 1
mg PR-FMISO> + 1mg IMP-FMISO™ i es
dissol enrasant a 10 mL amb FM. De la
solucid anterior s’agafa 1 mLi s’enrasa a
10 mL amb FM. S’agafa 1 mL solucid i
s’enrasa a 10 mL amb FM. ( 1 pg/mL
FMISO, 1 pg/mL PR-FMISO, 1 pg/mL
IMP-FMISO).

Es realitza una injeccio dels patrons:
blanc, etanol, serum fisiologic i 3
injeccions de Patré CQP3.

Es realitza una injeccio de cada patro
excepte del patré CQF1 que es realitzen
3.

CV de 'area i del temps de retencié de cada pic ha de ser <5 %.

Els pics han de tenir una resolucié idonia.

Test que s’ha de superar abans de I'analisi de la mostra problema.

Es realitza 1 injeccid de la solucié
problema: solucié 'C-PIB.

Es realitza 1 injeccid de la solucié
problema: solucié *®F-FMISO.

S’integren les arees del detector UV i
del RAD.

Cromatograma detector RAD
S’identifica com a ''C-PIB el pic del
detector isotopic que té un TR semblant
al TR corresponent a PIB del patré
CQpPs.

Cromatograma UV

S’identifica com a PIB, PR-PIB, etanol i
serum fisiologic els pics segons
corresponguin amb els respectius TR
dels patrons injectats.

S’integren les arees del detector UV i
del RAD.

Cromatograma detector RAD
S’identifica com a ®F-FMISO el pic del
detector isotopic que té un TR semblant
al TR corresponent a FMISO del patrd
CQF1.

Cromatograma UV

S’identifica com a FMISO, PR-FMISO,
IMP-FMISO, etanol i serum fisiologic els
pics segons corresponguin amb els
respectius TR dels patrons injectats.
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Puresa quimica i radioquimica per HPLC

c.piB

1B FMISO

Calculs

Limitacié per volum

Cromatograma UV
Quantitat de PIB en el lot (ug/mL):
Equacié 14

pg PIB/mL =

CPIB,P xApig M

Apigp

Quantitat d’impureses totals (IMPP) en
el lot (ug/mL), incloent PR-PIB:

Equaci6 16
ug IMPP/mL = 1P XX Amer

APIB,P
Detector RAD

El % PRQ corresponent a 'C-PIB.

Cromatograma UV
Quantitat de FMISO en el lot (ug/mL):
Equacid 15

pg FMISO/mL =

CEMISO,P XApmisom

Apmiso,p

Quantitat d’'impureses totals (IMPF) en
el lot (ug/mL), incloent PR-FMISO i IMP-
FMISO:

Equacié 17

ug IMPF/mL, = —TMISOP XX Awpru

Agmiso,p
Detector RAD

El % PRQ corresponent a **F-FMISO.

Quantitat maxima per dosi PIB <13 pg.

Considerant que la dosi maxima és de
10 mL, es calcula la quantitat de PIB per
una dosi maxima:

Equacio 18
pg PIB = pgPIB/mL lot X 10mL

Si la quantitat de pg PIB és superior a
13 ug, cal limitar per volum:

Equacié 20
¥ maim (il — L3 HEPIB
faxim im) =" ¢ PIB/mL lot

Quantitat maxima per dosi FMISO < 15
Hg.

Considerant que la dosi maxima és de
10 mL, es calcula la quantitat de FMISO
per una dosi maxima:

Equacio 19

pg FMISO = pgFMISO/mLlot X 10mL

Si la quantitat de pg FMISO és superior
a 15 pg, cal limitar per volum:

Equacié 21
Vi o1y 15 HE FMISO
maxim (mb) = o e IS0/mL Tot

Quantitat maxima per dosi d’'impureses
totals PIB (IMPP) <1,3 pg.

Considerant que la dosi maxima és de
10 mL, es calcula la quantitat d‘IMPP
per una dosi maxima:
Equaci6 22

ugIMPP = ugIMPP/mL lot X 10 mL

Si la quantitat en pug IMPP és superior a
1,3 pg, cal limitar per volum:

Equacié 24

. 1,3 ug IMPP
Volum maxim (mL) =

ug IMPF/mL lot

Quantitat maxima per dosi d'impureses
totals FMISO (IMPF) <35 pg.

Considerant que la dosi maxima és de
10 mL, es calcula la quantitat d’'IMPF
per una dosi maxima:
Equaci6 23

ugIMPF = pgIMPF/mLlot X 10 mL

Si la quantitat en pug IMPF és superior a
35 pg, cal limitar per volum:

Equaci6 25
Vol sxim (mL) = 35 ug IMPF
olum maxim (mL) = g IMPF/mL ot

FM: fase mobil, C: concentracio, A: area, P: patrd, M: mostra, IMPP: quantitat d'impureses totals del PIB,
IMPF: impureses totals de FMISO, CV: coeficient de variacid, TR: temps de retencio, ND: no detectable,
Dectector RAD (detector isotopic).
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Taula 76. Validacio de procés: taula de la metodologia a aplicar per a la determinacié de la puresa

quimica per TLC, aquest test només aplica a FMISO per a la determinacié criptand™?.

Puresa quimica per TLC

BE-FMISO
Patrons Patré FC2 (50 pug/mL Criptand) es prepara segons apartat 5.1.1 PQ
Meétode En una tira de TLC es realitzen 2 injeccions de 3 pL del reactiu iodeplatinat

potassic i es deixa assecar.
A sobre dels punts d’injeccid realitzats: a sobre del punt d’injeccid de
I'esquerra es dipositen 3 L de patrd FC2 i a sobre del punt d’injeccié dret es

dipositen 3 pL de mostra problema.

Test idoneitat | Coloracio fosca en el punt d’injeccié del patré FC2.

Analisi de la | Preséncia d’una taca en el punt d’injeccié de la mostra de menor intensitat

Mostra que la taca que s’observa en el punt d’injeccié del patré FC2.

Taula 77. Validacié de procés: taula de la metodologia a aplicar per a la determinacié dels

dissolvents residuals*®’.

Dissolvents residuals per cromatografia de gasos

c.piB 1B FMISO

Patrons Blanc: aigua purificada.

Patr6 DDRR1: es prepara una solucid en funcid de la densitat de cada
dissolvent enrasant amb aigua purificada per tal que la concentracio final de
cada dissolvent sigui: etanol, éter dietilic i acetona, de 10.000 ppm, i
acetonitril, de 820 ppm.

Patrd Intern: es prepara una solucié en funcié de la densitat de I'acetat d’etil
enrasant amb aigua purificada per tal que la concentracid final sigui de
10.000 ppm d’acetat d’etil.

Patr6 DDRR2: solucié 1:1 patré DDRR1 i patrd intern. Concentracié final:
etanol, éter dietilic, acetona i acetat d’etil, de 5.000 ppm, i d’acetonitril, de

410 ppm.

Metode Es realitzen 3 injeccions del patré DDRR2.
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Dissolvents residuals per cromatografia de gasos

c.piB 1B FMISO

Test idoneitat | Es calcula el quocient per a cada dissolvent i per a cada injeccio: area
dissolvent/area acetat d’etil.
El CV dels quocients de cada dissolvent han de ser <10 %.

Test que s’ha de superar abans de I'analisi de la mostra problema.

Analisi de la | Es dilueix la mostra 1:1 amb patré d’acetat d’etil.

Mostra Es realitza una injeccié de la mostra.

Calculs Es calcula el quocient per a cada dissolvent detectat en la mostra: area
dissolvent / area acetat d’etil.

El quocient obtingut per a cada dissolvent ha de ser inferior al quocient
d’arees mitja obtingut en les 3 injeccions de patré DDRR2. D’aquesta manera
s’assegura que no es supera el limit per a cada dissolvent.

En el cas de I'etanol el parametre és informatiu.

Criteri d’acceptacio:

- Obtencio de tres lots consecutius de cada RF que compleixin les especificacions definides a la

taula 78.

Taula 78. Validacié de procés: taula on s’indiquen les especificacions que cada lot de radiofarmac

ha de complir

Test analitic

37,38

Especificacions *'C-PIB

Especificacions “*F-FMISO

Identificacié A Test PRNA Test PRNA
B Test PRNB Test PRNB
C El TR del pic principal del El TR del pic principal del
radiocromatograma de la radiocromatograma de la
mostra és aproximadament = mostra és aproximadament
igual al TR del patré PIB. igual al TR del patré FMISO.
Aspecte i pH Aspecte i Solucié limpida, incolora o Solucié limpida, incolora o
particules lleugerament grogosa, sense lleugerament grogosa, sense
particules visibles particules visibles
pH 4,5-8,5 4,5-8,5
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Especificacions *'C-PIB

Especificacions *F-FMISO

Puresa
radioquimica

Puresa quimica

Dissolvents

residuals

Puresa

radionucleidica

Test esterilitat
Test

d’endotoxines

% 'C-PIB 2 95,00 % F-FMISO > 95,00 %
contingut dosi<13 ug PIB dosi £ 15 pug FMISO
impureses Suma d’impureses a la Suma d’impureses a la
dosi<1,3 ug dosi <35 ug

< 50 pg/mL Criptand
Etanol Informatiu Informatiu
Eter 5.000 ppm 5.000 ppm
Acetona 5.000 ppm 5.000 ppm
Acetonitril 410 ppm 410 ppm
A 511 KeV (z 25 KeV) 511 KeV (x 25 KeV)

(Test PRNA)
B
(Test PRNB)

(1,022 MeV pic sumatori)

19,9 min — 20,9 min

(1,022 MeV pic sumatori)

105 min — 115 min

Esterilitat

Esteril

Esteril

Endotoxines

< 17,5 1U/mL

< 17,5 1U/mL

PRNA: puresa radionucleidica A, PRNB: puresa radionucleidica B, TR: temps de retencié.

5.2.5 Resultats

A continuacid s’adjunten els resultats de cada RF per separat.

L'estat de qualificacié, calibracid i verificacid, segons apliqui, de tots els equips/instal-lacions

utilitzats per a realitzar el control de qualitat eren conformes.

“c.piB

Es varen realitzar quatre sintesis de *C-PIB seguint el procés de produccié definit en apartat 4.6.1
Sintesi de "'C-PIB. La conformitat dels lots en funcié de les especificacions es representen a la

taula 79.
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Taula 79. Validacidé de procés: taula resum on s’indiquen els lots realitzats per a la validacié de

procés per al *'C-PIB.

Conformitat especificacions Lot de validacio
Lot 1 No conforme* -
Lot 2 Conforme 1r Lot
Lot 3 Conforme 2n Lot
Lot 4 Conforme 3r Lot

* Existeix una desviacié, no es pot considerar lot de validacié (veure
discussid).

Els resultats obtinguts per a cada lot de validacio s’indiquen a la taula 80.

Taula 80. Validacié de procés: taula on s’indiquen els resultats obtinguts dels tres lots de

validacié consecutius que compleixen especificacions per al *'C-PIB.

Lots de validacié *'C-PIB

Test Especificacio ler Lot 20n Lot 3er Lot
A PRNA Conforme Conforme Conforme
B PRNB Conforme Conforme Conforme
° El TR del pic principal
.g del radiocromatogra-
= .
e c ma de la mostra és TRm=2,88 min TRm=2,97 min  TRy=2,96 min
[}
2 aproximadament ~ TR,=2,80min  TRy=2,92min TR,= 2,93 min
igual al TR del patré
PIB.
Solucié limpida,
incolora o
I Aspecte i
— lleugerament Conforme Conforme Conforme
2 particules
3 grogosa, sense
3
< particules visibles
pH 4,5-8,5 6,5 6,5 6,0
g Area''C-PIB 295,00 % 99,59 % 99,11 % 99,37 %
a

-181-



5. Part experimental: metodologia i resultats

Lots de validacié *'C-PIB

Test Especificacio ler Lot 20n Lot 3er Lot

13 ug
PIB * DOSimax <13 ug 12,7 ug 12,6 pg
(Vmax:5,4mL)

PQ

Suma Impureses
ZAimp ND ND ND
DoSimax < 1,3 ug

Etanol Informatiu <10% <10% <10%
% 7‘;; Eter 5.000 ppm ND ND ND
é § Acetona 5.000 ppm ND ND ND
a = Acetonitril 410 ppm ND ND ND

511KeV % 25 KeV

PRNA (1,022 MeV pic 516 KeV 510 KeV 514 KeV
z sumatori)
o
PRNB
19,9 min —20,9 min 20,32 min 20,09 min 20,23 min
Semivida
x 8
= i | Esterilitat Esteril Conforme Conforme Conforme
(]
kB
[J]
Endotoxines < 17,5I1U/mL Conforme Conforme Conforme

Test **
endotoxines

M: mostra, P: patrd, Dosiy..: dosi maxima equivalent a 10 mL de volum d’injeccio, ND: no detectable,
IMPP: impureses totals de PIB, PQ: puresa quimica, PRQ: puresa radioquimica, PRN: puresa
radionucleidica. *Dosi limitada per volum: veure taula 81 on s’indica la quantitat de PIB en mostra, en
dosi i la limitacié per volum. **Resultats detallats dels tests d’endotoxines a la taula 64 i test esterilitat a
I'apartat 5.1.5 Esterilitat.

A la taula seglient (taula 81) s’indiquen els calculs realitzats en el test de PQ per comprovar si la

dosi maxima de 10 mL compleix I'especificacio o bé cal limitar per volum.
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Taula 81, Validacié de procés: taula on s’indica la concentracié de PIB en cada lot, la quantitat de
PIB per a la dosi maxima de 10mL, el compliment amb I'especificacid i en cas de no compliment, la

limitacié per volum de la dosi maxima.

ug PIB/mL Volum ug PIB Especificacio Limitacio
per lot dosi maxima dosi maxima dosi maxima dosi maxima
(mL) <13 pgPIB (mL)
Lot 1 2,41 10 24,10 No conforme 5,4 mL
Lot 2 1,27 10 12,70 Conforme No necessaria
Lot 3 1,26 10 12,60 Conforme No necessaria
*F-FMISO

Es varen realitzar cinc sintesis de *®F-FMISO seguint el procés de produccié definit en I'apartat
4.6.2 Sintesi de "F-FMISO. La conformitat dels lots en funcié de les especificacions es representen

a la taula 82.

Taula 82. Validacidé de procés: taula resum on s’indiquen els lots realitzats per a la validacié de

procés per al ®F-FMISO.

Conformitat especificacions Lots de validacié
Lot1 Conforme No
Lot 2 No conforme* No
Lot 3 Conforme 1r Lot
Lot 4 Conforme 2n Lot
Lot5 Conforme 3r Lot

* Existeix una desviacio, no es pot considerar lot de validacié el lot 2 ni
tampoc el lot 1 (veure discussio).

Els resultats obtinguts per als tres lots de validacié consecutius conformes s’indiquen a la taula 83.
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Taula 83. Validacié de procés: Taula on s’indiquen els resultats obtinguts dels tres lots de validacid

consecutius que compleixen especificacions per al **F-FMISO.

Lots de validacié “®F-FMISO

Test Especificacio ler Lot 20n Lot 3er Lot
A PRNA Conforme Conforme Conforme
PRNB Conforme Conforme Conforme
:g El TR del pic principal
©
s§ del radiocromatograma TR,=3,60 min  TRy=3,60 min TRy=3,58 min
§ C de la mostra és TRp=3,53min  TRp=3,53 min TRp= 3,53 min
aproximadament igual
al TR del patré FMISO.
Solucié limpida,
I Aspecte i incolora o lleugerament
— Conforme Conforme Conforme
g particules grogosa, sense
[}
2‘ particules visibles
pH 4,5-8,5 7,9 7,6 7,7
Area
g 295,00 % 99,68 % 99,61 % 100 %
[ BE-FMISO
FMISO DoOSimax £ 15 ug 5,00 ug 5,50 ug 12,90 pg
Suma Impureses
(o] 2A IMPF ND ND ND
a DOSimay < 35 pg
Criptand <50 pg/mL <50 pg/mL <50 pug/mL <50 pg/mL
Etanol Informatiu <25% <25% <25%
(7]
c 2| Eter 5.000 ppm ND ND ND
> =]
g % Acetona 5.000 ppm ND ND ND
e Acetonitril 410 ppm ND ND ND
511KeV £ 25 KeV
PRNA (1,022 MeV pic 520 KeV 522 KeV 526 KeV
Z sumatori)
a
PRNB
105 min =115 min 107,15 min 109,2 min 109,5 min
Semivida
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Lots de validacié “®F-FMISO

Test Especificacio ler Lot 20n Lot 3er Lot
=)
-
+ | Esterilitat Esteril Conforme Conforme Conforme
g2
Q
]
c
* X
# 8| Endotoxines <17,5I1U/mL Conforme Conforme Conforme
L
c
[J]

M: mostra, P: patrd, Dosiy.: dosi maxima equivalent a 10 mL de volum d’injeccié, ND: no detectable,
IMPF: impureses totals de FMISO, PQ: puresa quimica, PRQ: puresa radioquimica, PRN: puresa
radionucleidica.* Resultats detallats dels tests d’endotoxines a la taula 65 i test esterilitat a I'apartat
5.1.5 Esterilitat.

A la taula seglient (taula 84) s’indiquen els calculs realitzats en el test de PQ per comprovar si la

dosi maxima de 10 mL compleix I'especificacio o bé cal limitar per volum.

Taula 84. Taula on s’indica la concentracié de FMISO en cada lot, la quantitat de FMISO per a la
dosi maxima de 10mL, compliment amb I'especificacié i en cas de no compliment, limitacid per

volum de la dosi maxima.

pug FMISO/mL Volum ug FMISO Especificacio Limitacio
per lot Dosi maxima Dosi maxima Dosi maxima Dosi maxima
(mL) <15 ug FMISO (mL)
Lot 1 0,50 10 5,00 Conforme No necessaria
Lot 2 0,55 10 5,50 Conforme No necessaria
Lot 3 1,29 10 12,90 Conforme No necessaria

5.2.6 Discussio
Per normativa generalment s’accepta per a realitzar la validacié de procés obtenir tres lots

consecutius que satisfacin els parametres definits*>**!

. Ara bé es considera esmentar que un cop
obtinguda I'aprobacié del producte presentat i s’inicien les produccions rutinaries, els lots estan
sotmesos a una revisid periodica (Product Quality review) que té |'objectiu de verificar la
consisténcia del procés, les especificacions del producte final i de les materies primeres, estudiar

les tendéncies i identificar millores en el procés.
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En el cas del MC-PIB, es varen haver de realitzar quatre sintesis per tal d’obtenir tres lots
consecutius conformes amb les especificacions. Com es pot observar a la Taula 79, el primer lot va
ser no conforme a causa d’una desviacio lligada al procés de produccio, la fase mobil de I'etapa de
purificacié no estava correctament preparada. Com a mesura preventiva es va afegir la

comprovacié del TR d’un patré de PIB un cop preparada la fase mobil.

En el cas de *®F-FMISO varen ser necessaries cinc sintesis per tal d’obtenir tres lots consecutius
conformes a les especificacions. Tal com contempla la Taula 82, el primer lot va ser conforme,
pero el segon lot no, a causa d’una desviacio lligada al procés de produccié en I'etapa de fluoracié,
un error en una connexié va fer que no s’obtingués producte. Com a mesura preventiva es va

afegir la comprovacié de les connexions a la guia de produccio.

Les mesures preventives lligades a les desviacions varen ser efectives de tal manera que no es van

repetir en els lots seglients.

En l'apartat de metodologia es descriu com portar a terme el test de PQ, PRQ i dissolvents
residuals ja que en els corresponents apartats de la tesi només es fa referéncia a la validacié i no

al metode amb el test d’idoneitat que es porta a terme per a I'analisi de la mostra.

Com que en els RFs, a diferencia dels medicaments convencionals, el volum d’injeccié per una
mateixa dosi varia en funcio del temps a causa de la semivida del RF, les especificacions de PQ
s’expressen per dosi maxima. La dosi maxima es calcula en base a que el volum maxim d’injeccio
és de 10 mL de soluci6 final de RF. En el cas que la dosi maxima superi I'especificacio de la PQ es
limita per volum la dosi per tal de complir amb les especificacions. Una altra estrategia és limitar
la PQ per concentracié (ug/mL lot). Pero aixo fa que certs lots siguin no aptes quan es podrien
injectar en els primers pacients complint I'especificacié limit de PQ al tenir la solucié major
activitat i requerir menys volum d’injeccid. Aquest seria el cas del Lot 1 de validacié de PIB del
gual es podrien administrar dosis fins a un volum de 5,4 mL. Al mateix temps la limitacid per
volum permet el control del compliment de les especificacions de forma individualitzada, és a dir,
per a cada injeccid. Cal mencionar que es permet la limitacié per volum a causa del marc d’Us
d’aquests RFs al ser no comercials i destinat el seu Us a la unitat clinica del mateix servei de
radiofarmacia, fet que permet la comunicacié i el control en cas de limitacié per volum de la dosi

a injectar.
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Pel que fa als resultats de validacid per a cada RF:

- Test d’identificacid, la conformitat en aquest test certifica que el producte obtingut és

corresponentment Yc-pIB i *¥F-FMISO.

- Aspecte i pH, els dos RFs tenen la mateixa especificacié de pH, 4,5 - 8,5, pero es pot
observar una tendéncia dins de 'ampli marge: els tres lots de validacié de 'C-PIB estan
dins I'interval de pH de 6,0 a 6,5 i en el cas de BE_EMISO de 7,5 a 8,0.

- PRQ, pels dos RFs els valor obtinguts sén proxims al 99 %, certificant que el procés de

marcatge i purificacid sén efectius.

- P_Cl:
o “CrPiB:
= Quantitat de PIB: dos dels lots tenen valors semblants de quantitat de
PIB en la dosi maxima (= 12,5 ug) valor proxim a I'especificacié limit (=
13 ug). El primer lot requereix limitar el volum a 5,4 mL*.
= Quantitat de IMPP: les impureses sdn no detectables en els tres lots.
o "F-FMISO:

= Quantitat de FMISO: cap dels 3 lots requereix limitar el volum, s’observa
que dos lots tenen quantitat de FMISO semblant de I'ordre de 0,5 g en
la dosi maxima. El tercer lot conté més quantitat, uns 12,9 ug en la dosi
maxima*.

= Quantitat d’'IMPF: les impureses sén no detectables en els tres lots.

= (Quantitat de criptand: no se supera el limit especificat, per tant en els
lots de produccidé en rutina no s’espera superar l'especificacido de

criptand.

*Per a interpretar aquests resultats cal consultar I'apartat 5.1.3 Concentracié radioactiva i
activitat especifica, taules 44 i 45, on s’adjunten els resultats d’Asp i CR per a cada lot de validacié.
S’observa que el lot que conté més quantitat de PIB (1r lot PIB) i de FMISO (3r lot FMISO), sén els
lots on s’ha obtingut més activitat al final de la sintesi. En el cas de FMISO coincideix amb el lot de
major Asp, pero en el cas del PIB correspon amb el lot de menys. Aixo s’atribueix a que els
processos de sintesi de C-11 sén molt influenciables a variacions en I’Asp, on la incorporacié
d‘isotops diferents al C-11 és més facil, com per exemple la incorporacié de contaminats

provinents de I'atmosfera (**C-CO,).

-187-



5. Part experimental: metodologia i resultats

Dissolvents residuals: no només els valors estan per sota dels limits sind que els

dissolvents no sén detectables en la mostra. Per tant, no s’espera superar els limits
establerts dels dissolvents residuals en les produccions rutinaries.

El test de PRN: confirma que I'isdtop de la molécula d’interés és C-11 en el cas de 'C-PIB
i F-18 en el cas de ®F-FMISO, i gue no existeixen impureses isotopiques.

El test d’esterilitat és conforme, per tant, totes les mesures de reduccid de carrega

microbiana i el métode d’esterilitzacié per doble filtracid, permeten obtenir una solucié
final esteril.

Test d’endotoxines, tal com es comenta en |'apartat 5.1.6, taules 64 i 65, els valors

d’endotoxines sén molt menors a la especificacié < 17,5 IU/mL, YC-PIB < 5,0 IU/mL i *8F-

FMISO < 5,0 IU/mL.

Es pot observar que existeixen tests dels quals no s’"ha mencionat la metodologia, aquests sén

especificacions que no es realitzen per a cada lot de producte:

5.2.7

Residus metal:lics: tal com es comenta en I'apartat 5.1.7.4, els residus metal-lics es varen

determinar en els lots de validacié i aquests resultaren ser menors al limit del 30 % dels
limits calculats per a cada metall segons la guia de I'EMA, per tant, amb els resultats
obtinguts s’assegura que el meétode de sintesi no deixa residus de metalls majors als
permesos en el producte final i que es pot procedir a un control reduit semestral.

Carrega microbiana: tal com es comenta en I'apartat 5.1.7.5, la carrega microbiana dels

tres lots és inferior a 1 ufc/mL (especificacido < 10 ufc/100 mL), per tant, el procés de
fabricacidé no aporta carrega microbiana al producte. El metode d’esterilitzacié per doble
filtracid és capag d’esterilitzar el producte i es pot procedir a un control de carrega
microbiana reduit semestral.

CR i Asp, parametres que no es consideren especificacions per a cada lot sind que sén
parametres que es defineixen en I'assaig clinic segons I'Gs del RF. Veure I'apartat 5.1.3

on es calcula aquests parametres en els tres lots de validacié.

Conclusions

S’han obtingut tres lots consecutius que compleixen especificacions, per tant, queda
validat el procés de produccio de cada RF.

Els metodes analitics permeten demostrar que el procés definit assegura la qualitat del

producte final d’acord amb les especificacions requerides.
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5.3 Estudi d’estabilitat

5.3.1 Introduccié

L'objectiu d’un test d’estabilitat és proporcionar evidéncies de com la qualitat del producte final
varia en el temps, amb la influéncia de diferents factors ambientals com sén la temperatura, la
humitat i la llum, permetent aixi establir un periode de re-analisi o semivida del producte final i

recomanacions sobre les condicions d’emmagatzematge o conservacié'®’.

Existeixen diferents guies publicades per I'ICH i que han estat adoptades per I'EMA, (Stability
Testing of new Drug Substances and Products, ICH Topic Q 1 A (R2))**® i avaluacié de dades

d’estabilitat (Evaluation of stability data, ICH Topic Q 1 E)**°

, que expliquen de forma general com
dur a terme aquests estudis: test d’estabilitat per a noves substancies i productes. Per als
medicaments convencionals, sén estudis de llarga durada, uns 12 mesos minims, on en diferents
periodes pre-establerts i en condicions controlades d’humitat i temperatura, es van determinant
les especificacions del producte susceptibles a canviar en el temps. Al mateix temps també es
realitzen estudis d’estabilitat accelerada, on se sotmet el producte a temperatures més elevades
durant menys temps, uns 6 mesos, per tal de forgar I'aparicié dels productes de degradacié. Amb
totes les dades es pot definir un perfil de degradacié del producte i determinar un periode de re-

analisi o semivida del medicament®®.

Pero la guia de RFs de 'EMA® especifica que les guies generals d’estabilitat no sén aplicables en la
seva totalitat als RFs a causa de les seves caracteristiques intrinseques i detalla una série

d’aspectes a tenir en compte, que soén:

- Enelslots d’estudi d’estabilitat:
= S’han de considerar els valors maxims i minims de quantitat d’activitat o CR en el
moment de la sintesi.
= Han de ser lots representatius del que es vol produir en rutina considerant els
limits maxims del lot.
- Les especificacions i els tests a estudiar han de considerar les caracteristiques
especifiques del RF.
- Els periodes minims establerts per les guies generals d’estabilitat (12 mesos) no son
aplicables pels RFs de semivida inferior a un any. En aquests casos, cal adaptar i justificar
la freqiiéncia de re-analisi.

130

- La guia de 'EMA sobre avaluacid dels valors obtinguts en el test d’estabilitat™ no és

aplicable de forma general als RFs.
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Per tant, ens trobem davant d’unes guies enfocades als medicaments convencionals i, per tant, en
la seva major part no sén aplicables als RFs. Al mateix temps la guia especifica per als RFs® indica
uns aspectes a tenir en compte al realitzar estudis d’estabilitat en RFs que son poc detallats i

insuficients.

5.3.2 Hipotesi
Es possible redactar unes pautes més detallades i especifiques de com realitzar estudis

d’estabilitat en RFs PET que assegurin la qualitat del producte final fins a la caducitat.

5.3.3 Objectius

Indicar pautes especifiques per a la realitzacié dels estudis d’estabilitat per als RF PET:

- Establir qué es considera com a representatiu dels lots susceptibles a ser valorats al llarg
dels estudis d’estabilitat.

- Determinar les condicions ambientals per realitzar els estudis d’estabilitat (temperatura,
humitat).

- Establir els estudis d’estabilitat aplicables als RFs (estabilitat a temperatura ambient,
estabilitat accelerada, fotoestabilitat).

- Determinar els periodes recomanables de re-analisi durant el test d’estabilitat.

- Establir les especificacions dels RFs PET susceptibles a canviar en un estudi d’estabilitat, i
per tant, a ser estudiades.

- Determinar el tipus de tractament de les dades obtingudes.

- Definir els criteris d’acceptacio.

- Realitzar estudis d’estabilitat de 'C-PIB i *®F-FMISO i establir el seu periode de validesa i

les condicions de conservacio.
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5.3.4 Metodologia
Utilitzant com a suport les guies generals de 'EMA i de 'lCH**>**° i les recomanacions definides a
la guia especifica de RFs de 'EMA®, es va establir la metodologia per a realitzar els estudis

d’estabilitat dels RFs en estudi, *®F-FMISO i 'C-PIB.

- Sestudien tres lots de cada RF amb diferents activitats/concentracions a final de la
sintesi. Tots aquests lots hauran de complir amb totes les especificacions definides. Veure
taula 78, apartat anterior, on estan es descriuen les especificacions per a cada RF.

- Sobre cada lot es dispensen dos vials, un destinat a I'estudi d’estabilitat a temperatura
ambient i I'altre destinat a I'estudi del test d’estabilitat accelerada.

- Per a l'estudi d’estabilitat a temperatura ambient es conserva el vial en el seu contenidor
original a les condicions ambientals controlades del laboratori d’analisi 22 + 22C/50 + 5 %
(temperatura/humitat relativa).

- Per a l'estudi de I'estabilitat accelerada es sotmet el vial a 402C, mitjancant I'is d’un
calefactor. Les condicions d’humitat relativa han de ser les mateixes que en I'estudi
d’estabilitat a temperatura ambient (50 £ 5 %).

- Al llarg del periode d’analisi es retiren a diferents temps aliquotes de cada vial de cada lot
per a cada RF i s’estudien les especificacions.

- La durada del periode de re-analisi queda establert com el temps que es preveu d’Us de
cada RF. En el cas de "C-PIB de 2 hores i en el cas de *F-FMISO de 6 hores. Al llarg
d’aquest periode es realitzen un minim de sis determinacions repartides
proporcionalment al llarg del temps total pre-definit.

- Es consideren com a tests d’estudi i especificacions els métodes d’analisi definits en els
apartats anteriors, consular la taula 74 on s’indica el test analitic i la seva metodologia, i la
taula 78 on estan definides les especificacions.

- Les especificacions que es consideren informatives i no susceptibles a re-analisi al llarg de
I'estudi d’estabilitat sén: CR, Asp, PRN, dissolvents residuals, endotoxines bacterianes i
esterilitat. Les especificacions sotmeses a re-analisi a diferents periodes sén PQ, PRQ,
aspecte i pH. Per a I'estudi d’estabilitat, en la PQ s’estudia la variacié en el temps de la
concentracié pug/mL de principi actiu (PIB o FMISO) en lloc de la quantitat de principi actiu
per dosi.

- Per al tractament de les dades es calcula el CV respecte el valor inicial.

- Els criteris d’acceptacié son els mateixos que els definits per a cada especificacid. Es

considerara que els RFs sén estables al llarg del periode definit d’us si:
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= Compleixen amb les especificacions dels tests susceptibles de variar en el temps
al llarg del periode d’estudi.

= Sino existeixen canvis significatius en les especificacions estudiades.

5.3.5 Resultats
Es van produir tres lots de cada RF i es va procedir al control de qualitat, essent tots ells

conformes a les especificacions d’alliberacié. A la taula 85 s’adjunten les dades més rellevants dels

tres lots produits de cada RF.

Taula 85. Estabilitat: taula amb les dades de concentracid i activitat especifica dels tres lots

produits de radiofarmac per a I'estudi del test d’estabilitat.

“c.piB BE_EMISO
Lot PE1 LotPE2 LotPE3 LotFE1 LotFE2 Lot FE3

Concentracioé radioactiva

(MBg/mL) EOS

125,06 329,28 166,48 | 849,29 930,14 514,3

Activitat especifica
42,44 133,81 170,5 | 105,34 77,79 194,41

(GBg/pmol) EOS

EOS: Hora de la mesura que es realitza al final de la sintesi (end of
synthesis). Lot PE: Lot PIB Estabilitat nimero 1, 2 o 3; Lot FE: Lot FMISO
Estabilitat 1, 2 0 3.

Es va procedir a I'estudi d’estabilitat a temperatura ambient i d’estabilitat accelerada de cada lot
anterior analitzant les especificacions en sis periodes durant el temps pre-definit d’estudi, en el

cas de *C-PIB fou de 2 hores i en el cas de *®F-FMISO fou de 6 hores.

A continuacidé s’adjunten les taules dels resultats obtinguts i les grafiques de la variacié del

contingut de principi actiu i/o impureses en cas que apliqui.
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Taula 86. Estabilitat: taula de les determinacions de les especificacions sotmeses a variacié al llarg

de I'estudi d’estabilitat a temperatura ambient de *'C-PIB.

Estudi d’estabilitat de 'C-PIB a temperatura ambient al llarg de 2 hores

Lot PE1 1 2 3 4 5 6 7 cv
Temps d’analisi 00:00 00:14 00:26 00:35 00:45 01:17 02:04 (%)
YC-PIB (%) 98,49 98,43 98,20 98,45 98,37 98,06 100,00 0,66
PIB (pug/mL) 075 071 072 066 069 0,71 1,21 24,75
Impureses (ug/mL) 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00 NA
pH 6,0 6,5 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 3,11
Aspecte C C C C C C C NA
Lot PE2 1 2 3 4 5 6 7 cv
Temps d’analisi 00:00 00:15 00:37 00:56 01:20 01:44 02:01 (%)
YC-PIB (%) 98,49 98,97 99,20 99,04 99,21 99,30 100,00 0,46
PIB (pug/mL) 063 066 061 058 064 062 0,64 4,25
Impureses (ug/mL) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NA
pH 65 65 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 NA
Aspecte C C C C C C C NA
Lot PE3 1 2 3 4 5 6 7 cv
Temps d’analisi 00:00 00:14 00:33 00:51 01:10 01:25 01:57 (%)
YC-PIB (%) 98,12 98,71 98,74 98,15 98,72 98,82 98,95 0,33
PIB (pug/mL) 0,25 0,27 0,28 0,27 10,28 0,26 0,25 4,70
Impureses (ug/mL) 0,00 000 000 000 0,00 0,00 0,00 NA
pH 65 65 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 NA
Aspecte C C C C C C C NA
NA= no aplica, C= conforme a les especificacions, CV: coeficient de variacio.
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Taula 87. Estabilitat: Taula de les determinacions de les especificacions sotmeses a variacié al llarg

de I'estudi d’estabilitat accelerada de *'C-PIB.

Estudi d'estabilitat accelerada de *'C-PIB al llarg de 2 hores

Lot PE1 1 2 3 4 5 6 7 cv
Temps d’analisi 00:00 00:06 00:18 00:28 00:51 01:21 02:06 (%)
YC-PIB (%) 98,49 98,44 98,94 98,96 9857 99,01 100,00 0,54
PIB (pug/mL) 0,75 1,02 106 085 079 092 0,80 13,19
Impureses (ug/mL) 0,00 0,00 0,00 000 000 0,00 0,00 NA
pH 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,5 6,5 3,97
Aspecte C C C C C C C NA
Lot PE2 1 2 3 4 5 6 7 cv
Temps d’analisi 00:00 00:21 00:42 01:04 01:32 01:52 02:08 (%)
YC-PIB (%) 98,49 99,08 99,13 99,00 98,87 99,00 99,35 0,27
PIB (pug/mL) 063 061 063 063 067 070 0,66 4,90
Impureses (ug/mL) 0,00 0,00 000 000 000 0,00 0,00 NA
pH 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 NA
Aspecte C C C C C C C NA
Lot PE3 1 2 3 4 5 6 7 cv
Temps d’analisi 00:00 00:21 00:39 00:57 01:16 01:44 02:05 (%)
YC-PIB (%) 98,12 98,77 98,78 98,84 98,73 98,72 98,82 0,26
PIB (pug/mL) 0,25 0,27 025 0,26 0,27 0,26 0,27 4,41
Impureses (ug/mL) 0,00 0,00 0,00 000 000 0,00 0,00 NA
pH 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 NA
Aspecte C C C C C C C NA

NA= no aplica, C= conforme a les especificacions, CV: coeficient de variacid.
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Figura 42. Estabilitat: grafica de la variacié del contingut de PIB en funcié del temps en I'estudi
d’estabilitat a temperatura ambient.
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Figura 43. Estabilitat: grafica de la variacié del contingut de PIB en funcié del temps en I'estudi

d’estabilitat accelerada.
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Taula 88. Estabilitat: taula de les determinacions de les especificacions sotmeses a variacié al llarg

de I'estudi d’estabilitat a temperatura ambient de **F-FMISO.

Estudi d'estabilitat de "®FMISO a temperatura ambient al llarg de 6 hores

Lot FE1 1 2 3 4 5 6 7 cv

Temps d’analisi 00:00 00:32 02:02 03:05 04:04 04:47 05:44 (%)
BF-FMISO (%) 99,52 99,45 99,35 99,12 98,93 98,76 99,22 0,28
FMISO (pg/mL) 1,09 1,15 1,09 1,11 1,10 1,10 1,11 1,86
Impureses (ng/mL) 1,35 1,27 1,13 1,34 1,12 1,23 1,42 8,97

pH 780 7,80 78 780 7,80 7,80 7,80 NA

Aspecte C C C C C C C NA

Lot FE2 1 2 3 4 5 6 7 cv

Temps d’analisi 00:00 00:48 01:52 02:49 03:50 05:01 06:15 (%)
BF-FMISO (%) 100 100 100 100 100 100 99,79 0,08
FMISO (pg/mL) 1,63 1,58 154 145 1,48 150 1,60 4,32
Impureses (ng/mL) 095 1,08 0,95 0,9 0,82 085 1,03 9,90
pH 8,08 805 804 804 800 803 8,04 0,30
Aspecte C C C C C C C NA

Lot FE3 1 2 3 4 5 6 7 cv
Temps d’analisi 00:00 01:24 02:18 03:07 04:06 05:08 06:07 (%)
BF-FMISO (%) 99,68 99,59 99,61 99,67 99,32 99,55 99,42 0,13
FMISO (pg/mL) 0,50 056 050 049 047 050 0,49 5,57
Impureses (ng/mL) 000 001 000 001 0,01 000 0,00 NA
pH 750 7,30 735 7,50 7,40 7,35 7,20 1,46
Aspecte C C C C C C C NA

NA= no aplica, C= conforme a les especificacions, CV: coeficient de variacid.
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Taula 89. Estabilitat: taula de les determinacions de les especificacions sotmeses a variacié al llarg

de 'estudi d’estabilitat accelerada de *F-FMISO.

Estudi d'estabilitat de "®FMISO a temperatura accelerada al llarg de 6 hores

Lot FE1 1 2 3 4 5 6 cv
Temps d’analisi 00:00 00:41 02:12 02:59 04:17 05:53 (%)
BF-FMISO (%) 99,52 99,29 98,76 99,06 98,52 97,72 0,65
FMISO (pg/mL) 1,09 1,14 1,06 1,09 103 0,99 4,91
Impureses (ug/mL) 1,35 1,26 2,48 2,83 264 212 31,65
pH 7,80 7,75 7,76 7,80 7,77 7,80 0,29
Aspecte C C C C C C NA
Lot FE2 1 2 3 4 5 6 cv
Temps d’analisi 00:00 00:58 02:58 04:01 05:13 06:27 (%)
BF-FMISO (%) 100 98,98 99,87 99,9 99,89 99,91 0,38
FMISO (pg/mL) 1,63 1,61 1,58 1,5 1,43 1,58 4,86
Impureses (ug/mL) 0,95 0,87 1,2 1,15 1,16 1,33 15,28
pH 8,08 810 812 790 8,00 7,90 1,24
Aspecte C C C C C C NA
Lot FE3 1 2 3 4 5 6 cv
Temps d’analisi 00:00 01:11 02:07 03:17 04:16 06:16 (%)
BF-FMISO (%) 99,68 99,61 99,68 99,61 99,58 99,54 0,06
FMISO (pg/mL) 0,50 0,57 056 050 044 048 9,67
Impureses (ug/mL) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NA
pH 7,50 750 750 7,40 7,36 7,23 1,47
Aspecte C C C C C C NA

NA= no aplica, C= conforme a les especificacions, CV: coeficient de variacid.
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Figura 44. Estabilitat: grafica de la variacié del contingut de FMISO en funcié del temps en I'estudi

d’estabilitat a temperatura ambient.
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Figura 45. Estabilitat: grafica de la variacié del contingut de FMISO en funcié del temps en I'estudi

d’estabilitat accelerada.
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Figura 46. Estabilitat: grafica de la variacid del contingut d’'impureses de FMISO en funcié del

temps en I'estudi d’estabilitat a temperatura ambient.
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Figura 47. Estabilitat: Grafica de la variacid del contingut d’impureses FMISO en funcié del temps

en I'estudi d’estabilitat accelerada.
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5.3.6 Discussio
A continuacié es procedeix a la discussié de diferents aspectes que s’han observat en efectuar els

estudis d’estabilitat.

Representativitat dels lots per a I’estudi d’estabilitat

129130 a5 va procedir a

Tal com indiquen les guies d’estabilitat de I'lCH adoptades per 'EMA
realitzar els estudis d’estabilitat sobre tres lots conforme a les seves especificacions. Es varen
escollir lots amb activitats/concentracions finals representatives de les activitats finals que es
predeia per a I'Gs de cada RF. Pel que fa a I'activitat/concentracio final, considerant la possibilitat
de radiolisi que presenten els RFs a activitats/concentracions elevades i el periode de
semidesintegracio dels RFs, s’observa la importancia que en els estudis d’estabilitat s’utilitzin lots
amb activitats elevades al final de sintesi. D’aquesta manera es disposa de suficient activitat per a
determinar, al llarg de tot el periode d’estudi, la PRQ i per poder valorar la possibilitat de radiolisi
del producte final. Per tant, es creu oportu que almenys un o dos dels tres lots dels estudis
d’estabilitat tinguin I'activitat/concentracié maxima dins de l'interval que es preveu que es pot
produir. En el cas que, un cop aprovat el RF PET per al seu Us, en les produccions rutinaries se
superin les activitats/concentracions validades en I'estudi d’estabilitat, s’hauria de fer el

seguiment al llarg de la validesa establerta pel RF per tal d’assegurar que amb aquells nivells

maxims no es produeixen productes de degradacid i el lot continui essent apte.

Estudis de fotoestabilitat

No es consideren aplicables als RFs atés a les caracteristiques intrinseques que posseeix la
radiacid que emeten i a la normativa de radioproteccid, el vial del producte final és inseparable
del blindatge extern i per aquest motiu la qualitat del producte final no es pot veure influenciada

per la llum ambiental.

Periode d’estudi

Tal com s’ha indicat a la introduccid, la guia de RF® especifica que els periodes minims establerts
per les guies generals d’estabilitat (12 mesos) i d’estabilitat accelerada (6 mesos) no sén
aplicables als RFs de semivida inferior a un any, com és el cas dels RFs PET, i, per tant, s’han de

justificar els periodes que s’utilitzin.

En el cas dels estudis realitzats, s’ha definit com a periode d’estudi el temps que es preveu d’Us de

cada RF calculat a partir de I'activitat maxima que es pot obtenir, la dosi del pacient i la semivida
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del radioisotop. En tractar-se de periodes curts, hores i no mesos, els estudis d’estabilitat i
d’estabilitat accelerada es van anar realitzant al llarg de tot el periode que es preveu d’ds, no com
en les guies convencionals que redueixen a la meitat el temps d’estudi de I'estabilitat accelerada.
Aixi d’aquesta manera, es coneix el perfil de degradacié del producte al llarg de tota la seva vida

atil.

Per una altra banda, allargar més el temps d’aquests estudis, no es considera acceptable ja que
passat el temps establert, en el lot no hi hauria suficient dosi per a un pacient, per tant, no seria
injectable. Alhora amb el temps disminueix l'activitat i la PRQ es fa no determinable

cromatograficament.

Nombre de determinacions al llarg del periode d’estudi

Al llarg del periode d’estudi definit tant per als estudis d’estabilitat com per als d’estabilitat
accelerada, es van anar fent diferents determinacions de totes les especificacions que es van
considerar que es podrien veure afectades per la influéncia de les condicions ambientals. Aquest
nombre de determinacions es va anar repartint de forma proporcional en el temps. Com es pot
observar a les taules, la primera mesura és la determinacio per a la conformitat del lot. En tots els
estudis, excepte els d’estabilitat accelerada de BELFMISO, hi ha unes sis determinacions
posteriors a l'alliberacié del lot fins al periode d’Us del RF. En el cas dels estudis d’estabilitat
accelerada de "®F-FMISO hi ha 5 determinacions. Aixd es deu a queé els temps cromatografics per a
BE_.EMISO sén més llargs que pel PIB i en disposar només d’un HPLC s’havien d’anar intercalant

injeccions d’estabilitat a temperatura ambient i d’estabilitat accelerada.

Respecte al nombre de determinacions al llarg del periode d’Us, és suficient realitzar unes 4 0 6
determinacions. Un avantatge que presenten els RFs respecte als medicaments convencionals, és
que els seus controls analitics son curts, rapids i permeten saber just acabat de fer el control el
resultat obtingut, aixi en el cas que es determinés una impuresa mentre s’esta realitzant I'estudi
d’estabilitat, es podrien incrementar els intervals de control per tal de monitoritzar millor el

comportament de la impuresa.
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Especificacions a determinar en els estudis d’estabilitat

A continuacid es procedeix a exposar i discutir els criteris usats per a establir les especificacions

dels RFs susceptibles de ser estudiades en un estudi d’estabilitat.

-  CR(MBg/mL)il’Asp (GBg/umol)
Aguests son parametres que depenen de la radioactivitat de la solucid final i aquesta
depén del radiondclid i de la seva semivida que és una constant que varia amb el temps.
Per tant la seva variacié és coneguda en el temps. En el cas de I'’Asp aquest parametre
també depén de la PQ, pero aquest test ja es determina individualment en els estudis
d’estabilitat. Per tant, ens trobem davant de dos parametres dels quals només es
considera d’interés la seva determinacié al final de la sintesi sense haver d’estudiar la
seva variacio al llarg del temps.

- PRN
La PRN és un parametre que també depen del radiondclid i I'identifica, a més, el propi test
té una durada llarga, per exemple en el cas del C-11 d’uns 25 min. La propia inestabilitat
del radionuclid és coneguda, per tant, no es creu necessaria la seva determinacié al llarg
dels periodes d’estudi del test d’estabilitat.

- Dissolvents residuals
El producte final es manté en un vial estanc, per tant, la quantitat de dissolvents residuals
en el producte final no varia. Per aquest motiu es considera un parametre que no té
interes la seva determinacio al llarg dels estudis d’estabilitat.

- Endotoxines bacterianes i esterilitat
No es considera que pugui existir cap procés que alteri I'esterilitat ni la quantitat
d’endotoxines del producte final, ja que aquest es manté en un vial estanc. A part, sén
parametres que es poden determinar després de I'alliberacié del producte final, ja que
requereixen cert temps d’analisi. Per tant, no es determinaran en els estudis d’estabilitat.

- PRQ
La PRQ és un test que permet I'estudi de les possibles impureses radioactives que es
puguin crear al llarg del periode de validesa del RF i permet estudiar la radiolisi del RF. Per

tant, és un parametre imprescindible a ser determinat al llarg dels estudis d’estabilitat.
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- PQ
Igual que la PRQ, la PQ és un test clau per tal d’estudiar I'estabilitat del producte final i les
possibles impureses en massa que es poden crear.
En el test de PQ, es determinen certes impureses quimiques conegudes que pot contenir
el producte final, com és el cas del criptand en el RF *F-FMISO, en aquest cas el criptand
no es degrada ni es transforma ni es concentra amb el pas del temps, per tant, només es
determina al final de la sintesi per assegurar que el producte final compleix |’especificacié.
Tota impuresa que no es determini és recomanable justificar-ne la seva no determinacio.
- AspecteipH
L'aspecte i el pH sén parametres susceptibles de canviar en el temps, pels possibles
productes de degradacié que puguin apareixer, i, per tant, cal que siguin determinats al

llarg dels estudis d’estabilitat.

Tractament de les dades i criteri d’acceptacié

129,130

Les guies generals de 'EMA i de I'ICH estableixen diferents metodes per tractar les dades

d’estabilitat:

1. Regressid lineal per tal de poder extrapolar I'aparicié de la degradacid del producte en el
temps.
2. Coeficient de variacio respecte al valor inicial.
3. També considera que quan les dades demostren visualment que les variacions sén molt
petites no cal aplicar cap test estadistic, amb una justificacid és suficient.
Amb el nombre de valors que es tenen de cada estudi s’escull el calcul del CV per estudiar les
dades d’estabilitat. Perd en molts tests, sobretot la determinacié d’'impureses del test de PQ, en
tractar amb arees cromatografiques molt petites, petites variacions produien una gran variacié en
el calcul del CV. Per tant, es considera un criteri més ampli d’acceptacid, un 10 % davant del 5 %
gue recomanen les guies. |, en el cas que la variacié superi el 10 %, es considera aplicar el punt 3 i
estudiar la variacié en el temps a partir d’'una grafica de tendéncies i considerant els valors

obtinguts a temperatura ambient i accelerada.
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Condicions de I'estudi

129

La guia d’estabilitat de I'ICH adoptada per 'EMA™ indica les condicions per a portar a terme
I'estudi d’estabilitat: estabilitat a llarg termini (25 £ 22C / 60 £ 5 %) i I'estabilitat accelerada (40 *
29C / 75 £ 5 %). Les condicions en qué s’ha fet I'estudi han estat lleugerament diferents en
realitzar-se en les condicions ambientals controlades del laboratori d’analisi: estudi a temperatura
ambient (22 £ 22C / 50 + 5 %) i d’estudi estabilitat accelerada (40 = 22C / 50 + 5 %). S’observa que
les condicions d’humitat son diferents en els dos estudis, pero amb la conformitat del test
d’estanqueitat del producte final queda justificat que les condicions d’humitat ambiental no
influeixen en el producte final en ser un vial estanc. Pel que fa a la temperatura de I'estudi a

temperatura ambient, es realitza a les condicions del laboratori que sén les mateixes a les que es

conservara la mostra. La influéncia de temperatures majors s’estudia a I'estabilitat accelerada.

Resultats obtinguts en els lots de validacié

“cpiB

— Activitat especifica i concentracié radioactiva
Es realitzen tres sintesis, dues d’elles amb una Asp alta: de I'ordre de 150 GBg/umol, i
I'altra amb una CR elevada: al voltant 300 MBg/mL (taula 85). Per tant s’estudia
I'estabilitat sobre lots amb elevada Asp i CR, complint la recomanacié especificada
anteriorment.®™

— Puresa radioquimica
Les variacions observades tant a temperatura ambient com a accelerada presenten CV <1
% (taules 86 i 87), pel que es considera que la PRQ es manté estable al llarg del temps d’Us
del RF.

— Puresa quimica, concentracio de principi actiu.
El contingut de PIB en els lots PE2 i PE3 es mantenen estables, amb un CV <5 % en els dos
tipus d’estudis (taules 86 i 87). S'observa que el lot PE1, que és el lot que conté més
guantitat de PIB, presenta un CV > 10 %, per tant, es procedeix a observar les grafiques
de variacid al llarg del temps (figures 42 i 43). En I'estudi d’estabilitat a temperatura
ambient s’observa que es tracta de I'Ultim punt el que fa variar el CV (figura 42). En

observar I'estudi d’estabilitat accelerada es veu una tendéencia a I’alca en contingut de PIB

XXX

La sintesi dels estudis d’estabilitat de "'C-PIB es realitza amb un modul de sintesi diferent, Bioscan Mel PIusTM, que
esta més optimitzat i permet obtenir majors activitats especifiques i per tant estudiar el perfil d'impureses en el pitjor
cas tal com és necessari en els estudis d’estabilitat: posteriorment es va realitzar tres lots de validacié amb el modul de
sintesi de GEHC i amb els resultats obtinguts es va demostrar I'equivaléncia entre estudis.
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que posteriorment es recupera (figura 43). En cap dels casos se supera el limit en
quantitat de PIB (1,3 ug/mL), per tant en tots els casos el producte seria apte per a ser
injectat. Com que no s’observa una tendéncia clara en el comportament del parametre
quantitat de PIB, es recomanaria incloure algun lot d’estabilitat amb quantitat de PIB
superior o igual 0,75 pug/mL ™.

— Puresa quimica, concentracio d'impureses
No es detecten impureses en cap dels tres lots. Pel que es considera el producte estable al
llarg del temps en no generar-se cap impuresa ni en els estudis d’estabilitat accelerada.
Cal considerar que, si mai es realitza un lot on es detecti una impuresa, caldra estudiar el
comportament de la impuresa al llarg de 2 hores, definides d’estabilitat, per observar si
varia al llarg del temps. En els lots de validacié de procés, apartat 5.2, tampoc es detecten
impureses.

— pH
Aquest parametre s’observa que no varia al llarg del temps en dos dels lots (PE2 i PE3) i en
cap dels dos tipus d’estudi, només existeix un lot (PE1) on la variacié és < 4 % (taules 86 i
87). Aquest valor es deu a qué la determinacio del pH es realitza per tira reactiva i els
valors viren de 0,5 unitats en 0,5. De totes maneres, amb els valors obtinguts es pot

considerar que el pH es manté al llarg de la vida util del RF.
E-FMISO

— Especificacions:
Els tres lots de validacié compleixen especificacions (taules 88 i 89). En el cas del Lot PF2,
esta limitat per volum ja que el lot conté 1,63 ug FMISO/mL, aplicant I'equacié 21 de la
taula 75, sabent que el maxim a injectar és de 15 ug FMISO, s’obté que el volum maxim a
injectar és de 9,2 mL. Al cap de 6 h es continua complint I'especificacié ja que la
concentracié de 930,14 MBq/mL passaria a tenir un valor de 95,65 MBg/mL, si la dosi a
injectar de BE_EMISO és de 370 MBq el volum de la dosi seria de 3,9 mL, per tant, no se
superaria el volum maxim.

— Activitat especifica i concentracio radioactiva:
Un dels lots, al final de sintesi, conté una concentracié elevada, al voltant de 1.000
MBg/mL (taula 85) tal com es recomana per poder estudiar les impureses derivades d’un

possible procés radiolitic.

®Els tres lots realitzats amb el modul de GEHC, tant els estudis d’estabilitat accelerada com a temperatura ambient ,el

CV té un valor < 10 %. Per tant, el que va succeir en |’dltim punt del Lot PE1 es considera un fet aillat.
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Puresa radioquimica:

Les variacions observades tant a temperatura ambient com a accelerada presenten CV <1
% (taules 88 i 89), per tant, es considera que la PRQ es manté estable al llarg del temps
definit per al RF.

Puresa quimica, concentracié de principi actiu

S’observa que en els dos estudis el CV < 10 % (taules 88 i 89) i en les grafiques de variacié
(figura 44 i 45) no s’observa cap tendéncia de variacid, per tant, el comportament és
estable.

Puresa Quimica, concentracio d’impureses

El lot FE3 no presenta impureses (taules 88 i 89). En els altres dos lots si que s’observen
impureses. En I'estudi a temperatura ambient la variacié es manté estable < 10 %. Pero
s’observa que en I'estudi d’estabilitat accelerada se supera el valor del 10 % de CV i en
consultar les grafiques (figura 46 i 47) s’observa una tendéncia a 'augment de la quantitat
d’impureses. Aquest fet té sentit, ja que és un producte que no es pot autoclavar perquée
a temperatures de 1202C es generen impureses. Per tant, es pot concloure que és un
producte sensible a la temperatura i que cal conservar-lo com a temperatura ambient.

pH

S’observa que en tots tres lots i en els dos tipus d’estudi, la variacid és < 1,5 % (taules 88 i
89). Per tant, queda demostrat que el pH es manté al llarg de la vida util definida per al

RF.

Conclusions

Amb els resultats obtinguts es considera que el *'C-PIB és estable al llarg de les 2 hores i que el

BE_LFMISO és estable al llarg de 6 hores. Per tant, el periode de validesa d’aquests RFs conservats

a temperatura ambient és de 2 h i 6 h respectivament.

D’altra banda, es poden donar unes pautes especifiques per a la realitzacié dels estudis

d’estabilitat dels RFs PET que son:

- Realitzar els estudis sobre tres lots de RF que continguin, almenys dos d’ells,
I’activitat final i/o concentracié maxima.

- Les condicions ambientals dels estudis d’estabilitat a temperatura ambient i
estabilitat accelerada han de ser controlades i semblants a les definides a les
guies convencionals.

- Els estudis de fotoestabilitat no sén aplicables als RFs PET.
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El periode d’analisi del test d’estabilitat s’ha de definir previament a la realitzacié
de I'estudi en funcié de I'activitat maxima que es pot obtenir, la dosi del pacient i
la semivida del radioisotop.

Realitzar un minim de quatre determinacions de les especificacions sotmeses a
I'estudi d’estabilitat. Aquestes han d’estar repartides proporcionalment al llarg
del periode pre-definit d’us del RF. Caldra Justificar increments o disminucions.
Les especificacions a determinar al llarg dels estudis d’estabilitat son: PRQ, PQ,
aspecte i pH.

Aplicar pel tractament de les dades: regressio lineal, coeficient de variacid o
valoracid visual de les dades.

Criteri d’acceptacio: compliment de totes les especificacions susceptibles a variar

al llarg del periode d’estudi i que les variacions observades siguin no significatives.
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6 Discussio

Al llarg d’aquesta tesi s’ha anat discutint cada apartat de forma especifica. Com a discussio resum
de tot el treball realitzat es considera rellevant tractar a continuacié els principals inconvenients

que justifiquen la realitzacid d’aquesta tesi.

Normativa/guies a aplicar

Tot el desenvolupament del treball s’ha realitzat en base a les guies/normatives vigents: NCF, ICH,
Farmacopees (principalment Ph. Eur. i RFE) per tal de poder assegurar la qualitat de la preparacié

radiofarmaceutica. Encara que existeixen textos especifics per als RFs com:

- Annex 3 de les NCF sobre Fabricacié de RF*.

- Monografia sobre preparacions radiofarmaceutiques de la Ph. Eur. (Radiopharmaceutical
preparations 01/2014:0125)°°.

- Guia de Bones practiques radiofarmaceutiques de la EANM (Guidelines on current Good
Radiopharmacy Practice (cGRPP) in the preparation of radiopharmaceuticals)®.

- Guia de RFs (Guideline on Radiopharmaceuticals: EMEA/CHMP/QWP/306970/2007) de
EMA®,

Aquests apliquen a I'ampli grup dels diferents tipus de RFs: generadors de radionuclids, kits per a
preparar solucions extemporanies de RFs, PRs de radionucleids com a RFs i RFs PET. Aixo fa que
siguin poc detallats a I’hora de desenvolupar i definir les especificacions i metodes analitics per tal
de validar un RF PET. Addicionalment, a I'hora de validar els métodes analitics s’ha d’utilitzar la
normativa vigent per als medicaments convencionals que no tenen en compte les peculiaritats
associades als RFs. Un dels casos on es veu més reflectida aquesta problematica és a I’hora de
portar a terme els estudis d’estabilitat. Tot i existir la guia de I'EMA de RFs
(EMEA/CHMP/QWP/306970/2007)%°, que cita concretament que les guies generals d’estabilitat
no sén aplicables en la seva totalitat als RFs, entre elles: Stability Testing of new Drug Substances
and Products (ICH Topic Q 1 A (R2)** i Evaluation of stability data (ICH Topic Q 1 E)*. La guia
ddéna unes indicacions per als estudis d’estabilitat, perd aquestes no son suficients per portar-los a
terme. Per aix0, el que s’ha realitzat és una adaptacié d’aquestes guies ICH, respectant les

directrius de la guia de 'EMA.

Una altra problematica ha estat la definicié de les especificacions, ja que els RFs, en el moment

del desenvolupament de la tesi, eren RFs sense monografia especifica a les farmacopees. En
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aquest aspecte s’ha trobat de gran utilitat recérrer a les monografies de RFs PET existents per tal

de definir les especificacions.

Un altre aspecte a tenir en compte és que la normativa i les guies s’actualitzen de forma periodica
i sorgeixen nous requeriments. Per exemple, en aquest any 2014, a la Ph. Eur. 8.0 s’han publicat

noves monografies com:

- La monografia sobre deteccid i mesura de la radioactivitat (2.2.66. Detection and
measurement of radioactivity, 01/2014:20266)'® que especifica un criteri d’acceptacié
per a la PRNA (Espectrometria gamma: + 10 KeV o = 6 % (escollir el valor major)). El treball
aqui presentat compleix amb el criteri definit, tot i que la part experimental es va realitzar
anteriorment a la publicacid.

- La primera monografia especifica per al *F-FMISO (Fluoromisonidazole (**F) injection,
01/2014:2459)%, fet que reforga la importancia de I'aplicacié clinica del RF validat en el
treball i agilitza els tramits per al seu Us. Més endavant, dins aquest apartat, es compara

la validacié realitzada amb la nova monografia publicada.

Amb tot el que s’ha esmentat es vol recalcar que la validacio realitzada no és definitiva, ja que
s’ha d’anar actualitzant i adaptant als nous requeriments que puguin anar sorgint per normativa i
al mateix temps per qualsevol canvi a les instal-lacions, en el procés de fabricacié i control dels RFs
que pugui afectar a la validacio realitzada. Pero, si compleix el requisit de demostrar que el

medicament elaborat és segur, estable i de qualitat.

Volum del producte final

Generalment el volum dels RFs PET és molt petit (de I'ordre de mL, en el cas dels RFs d’estudi és
de 15 mL) comparat amb els medicaments convencionals (de I'ordre de litres). Aixo fa que es
disposi de molt poc volum per a poder realitzar tota la bateria d’analisis per lot. Aquest fet s’ha

solucionat de diverses maneres:

- Utilitzant i /o validant volums petits pels métodes analitics definits, com és el cas del test
d’esterilitat on s’han validat 0,5 mL per medi de cultiu quan per normativa s’utilitza 1 mL,
la determinacid del pH per tira reactiva que requereix menys volum que fer la
determinacié per potenciometria, el test d’endotoxines que necessita només 10 uL de

mostra.
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- Demostrant que el producte final esta molt per sota del limit de les especificacions i, per
tant, és justificable un control reduit del test, com és el cas dels residus metal-lics on es
corrobora que el producte final conté valors de cada metall menors al 30 % del limit
establert o la carrega microbiana on s’obtenen valors de 0 ufc/mL, i es justifica un control

reduit del test davant la impossibilitat de poder-lo realitzar per a cada lot.

Dosi traca

Els RFs estan presents en el producte final a nivells traca (ordre de pg) aixd fa que es requereixin
meétodes molt sensibles per a la determinacié quantitativa del principi actiu i de les possibles

impureses que es puguin generar al llarg del procés de sintesi.

Al mateix temps és una caracteristica que es converteix en un avantatge, ja que dificilment els
analits estaran presents a unes concentracions que superin els limits toxicologics permesos, fet

que també es reforca considerant que generalment els pacients reben una dosi Unica de RF.
Semivida

Els RFs PET presenten una semivida molt curta de I'ordre de minuts o hores, que en el cas dels RFs
d’estudi és aproximadament de 20,4 min per al *C-PIB i de 110 min per al *®F-FMISO. Aixo fa que
calguin meétodes analitics molt curts, fet que dificulta el seu desenvolupament i validacio. Per
exemple, els metodes utilitzats per determinar la PQ, PRQ i dissolvents residuals tenen un temps
d’analisi inferior a 10 min. També en el cas del test d’endotoxines, encara que les NCF en I'annex 3
de RFs* i la monografia de la Ph. Eur. sobre preparacions radiofarmacéutiques® permeten
alliberar el lot produit sense obtenir la conformitat del test, s’ha utilitzat una técnica que permet
la determinacié d’endotoxines en només 15 minuts, avantatge per al F-18, de major semivida que

el C-11, ja que es pot obtenir el resultat abans de I'administracié del RF.
Radioactivitat

El tret caracteristic que diferencia els RFs dels medicaments convencionals és la radioactivitat.
Aix0 fa que existeixin parametres especifics a determinar en els RFs com: la PRQ, I'Asp, la CR, la

PRN i la identificacié del radioisotop.

Per definir les especificacions d’aquests parametres, a part de consultar la monografia sobre
preparacions radiofarmacéutiques de la Ph. Eur. (Radiopharmaceutical preparations 01/2014
:0125)*®%, ha estat de gran utilitat fer una revisié de les monografies existents de RFs marcats amb

el radioisotop del RF d’estudi.
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Sintesi del RF

La sintesi dels RFs PET té la peculiaritat que el principi actiu se sintetitza “in situ” en el procés de
produccid, és a dir, es parteix de dos PRs, el PRad provinent del ciclotré i el PR “fred” o centre
actiu. Per tant, s’ha de tenir en compte que els dos PRs poden quedar com a impuresa en el
producte final i, per tant, s’han de determinar en la PRQ i la PQ respectivament. També cal tenir
en compte que cal coneixer el procés de produccié del PR “fred” ja que les possibles impureses
del PR poden quedar en el producte final. Per aquest motiu s’han determinat els residus metal-lics

del PR en el producte final.

Monografia especifica per al **F-FMISO

Tal com s’ha comentat, a 'any 2014 s’ha publicat la primera monografia especifica per al ‘*F-
FMISO (Fluoromisonidazole (*°F) injection, 01/2014:2459)*. A continuacié s’adjunta una taula
(taula 90) amb la comparativa d’especificacions i dels métodes analitics recomanats per la Ph. Eur.

i els que han estat utilitzats en el treball.

De forma general, es pot observar que es coincideix en les especificacions definides, encara que
existeixen certs tests on el limit usat és més restrictiu o bé, aquells que es supera el limit definit
per la nova monografia, els lots de validacié complirien les noves especificacions. En el cas de la
PRNB caldria afegir un test analitic que, a causa de la impossibilitat de realitzar el test

posteriorment a la publicacié de la monografia, no s’ha pogut demostrar.

Un altra observacié és que en el cas que s’hagin utilitzat metodes analitics diferents aquests han

estat validats.

Cal esmentar que tant les especificacions i certs metodes analitics s’han basat en el Dossier public
de producte en investigacié de *F-FMISO del National Cancer Institute (Investigator’s Brochure:
["®FIFMISO)*®. Les especificacions i validacions realitzades van ser avaluades per 'AEMPS per tal

d’aconseguir I'aprovacié del PEI FMISO, obtenint-se un resultat favorable (PEI n210-105°%).
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Taula 90. Conclusid: Taula on es realitza la comparativa entre les especificacions i els métodes analitics recomanats per la monografia especifica de *°F-
FMISO (Fluoromisonidazole (**F) injection, 01/2014:2459)* i els proposats en el treball.

Test analitic

Ph. Eur. (01/2014:2459)%

Especificacions'*F-FMISO

Justificacio

Identificacio

Aspecte i pH

Concentracio
radioactiva i
activitat
especifica

Puresa
radioquimica

A
(Test PRNA)

B
(Test PRNB)
C

0,511 MeV
(1,022 MeV pic sumatori)

105 min — 115 min

TR principal del
radiocromatograma mostra
aproximadament el mateix
TR que el pic principal del
cromatograma de la solucié
de referencia.

0,511 MeV
(1,022 MeV pic sumatori)

105 min — 115 min

TR principal del
radiocromatograma mostra
aproximadament el mateix TR
que el pic principal del
cromatograma del patré
FMISO.

Les especificacions i la metodologia d’analisi
definides en el treball per a cada test analitic
coincideixen amb la monografia.

Aspecte i Solucié limpida, incolora o Solucié limpida, incolora o e . . s s
, Les especificacions i la metodologia d’analisi
particules lleugerament grogosa, sense lleugerament grogosa, sense - s
, . . . definides en el treball per a cada test analitic
particules visibles. particules visibles. coincideixen amb la monoerafia
oH 45-85 45-85 grafia.
Tira indicadora de pH. Tira indicadora de pH.
Concentracio No descrit. Informatiu per contingut. No esta definida en la monografia reforgant el fet
Activitat No descrit. Informatiu definir per estudi. qgue en el treball doctoral s’hagi recomanat de deixar-
especifica los com a parametres informatius.
Area 295,00 % 295,00 % Es coincideix amb I'especificacié de la PRQ de B
BE.FMISO FMISO. La diferéncia la trobem en el metode analitic
que és diferent, punt no critic al haver-se validat.
8. <S5%TLC Forma part del sumatori En el treball el test de determinar el *F- en el

d’impureses que ha de ser<5 %

producte final s’ha inclos dins de la validacio del
mateix meétode analitic per determinar la PRQ i entra
dins I'especificacié definida de < 5 %.
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Ph. Eur. (01/2014:2459)%

Especificacions'*F-FMISO
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Justificacio

Puresa quimica

FMISO <0,1 mg/V
(£ 10 pgsi Vmax=10 mL)

Impureses IMP-FMISO < 0,1 mg/V
(£ 10 pgsi Vmax=10 mL)

Altres impureses:

per acada impuresa<0,1
mg/V

(£ 10 pgsi Vmax=10 mL)

Suma total < 0,5 mg/V
(£50 pgsi Vmax=10 mL)

dosi €15 ug

No es va definir limit.

No es va definir limit.

Suma total £ 35 pug suma
d’impureses
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El limit definit per FMISO és 5 pug major que el de Ph.
Eur. El limit es va establir segons el NCI-IB-FMISO®.
En cas que fos requerit el limit menor, observant els
resultats de validacio, es compliria amb aquest criteri
i més considerant la possibilitat de limitar per volum
la dosi a injectar. Com es pot observar, la mateixa
monografia expressa els limits en funcié del volum.
Una altra diferencia és que s’utilitzen meétodes
analitics diferents, punt no critic al validar el métode
proposat.

La Ph. Eur. defineix un limit individual per impuresa i
després un de global. En el cas del treball no es va
definir un limit individual per impuresa pero si un
limit global que és més restrictiu que el global definit
per Ph. Eur.

Una altra diferencia és que s’utilitzen meétodes
analitics diferents, punt no critic al validar el métode
proposat.

En cas que es volgués determinar cada impuresa
individualment el metode analitic ho permetria al
incloure IMP-FMISO en la validacié.

La Ph. Eur., a diferencia de la metodologia
proposada, introdueix la determinacié de la mescla
d’estereoisomers en el producte final pero especifica
que no és necessaria aquesta determinacié per
demostrar el compliment del producte final. Per tant
no es considera critic el fet de no haver determinat
aquests compost.

Tant I'especificaci6 com el meétode analitic es va
establir en base al NCI-IB-FMISO™.




Test analitic

Ph. Eur. (01/2014:2459)%

Especificacions'*F-FMISO
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Justificacio

Dissolvents
residuals

Criptand <2,2 mg/Vmax <50 pg/mL criptand Considerant que el volum maxim és de 10mL el limit
(2220 pg/mL si Vmax=10 mL) establert pel criptand esta per sota per sota del de
Ph. Eur., per tant és més restrictiu.
El meétode analitic descrit per la Ph. Eur. també es
realitza per TLC perdo amb diferents reactius. Aquest
punt no es considera critic al haver validat el metode
analitic.
Tant I'especificaci6 com el meétode analitic es va
establir en base al NCI-IB-FMISO™.

TBA <2,6 mg/V ND En el procés de sintesi de *F-FMISO utilitza criptand
en lloc de TBA com a catalitzador de transferencia de
fase aixi que no es requereix la seva determinacio.

Etanol 10 % (V/V) amb un maxim de Informatiu S’observa que es compleix amb les especificacions

2,5 g per administracio definides per la nova monografia. L'etanol en el

Eter Resta dissolvents residuals 5.000 ppm” producte final esta present al 2,5 % valor dins els

Acetona d’acord amb monografia 5.000 ppm” limits definits per la Ph. Eur. (10 %). La resta de

Acetonitril 5.4. Residual Solvents 410 ppm” dissolvents s’han limitat usant la monografia 5.4

(01/2008:50400)".

Residual Solvents” tal com cita la Ph. Eur.

Respecte al metode analitic proposat tal com permet
la monografia, s’utilitza un meétode alternatiu al
2.4.247 que s’ha validat.

Com a punt important la monografia cita que es pot
alliberar el lot abans de completar aquest test. Amb
el métode analitic validat en el treball s’obté el
resultat amb la conformitat del test abans de
I'alliberacié del lot produit
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Test analitic

Ph. Eur. (01/2014:2459)%

Especificacions'*F-FMISO

6. Discussio

Justificacio

Puresa
radionucleidica

Test esterilitat

Test
Endotoxines

A
(Test PRNA)
B
(Test PRNB)

Diferents 0,511MeV
(1,022 MeV pic sumatori)
24h < 0,1 % impureses

0,511MeV
(1,022 MeV pic sumatori)
105 min — 115 min

La monografia, a diferencia de la metodologia
proposada, deixa el calcul de la semivida com a
identificacid B i inclou com a PRNB deixar decaure
una mostra de RF unes 24h per tal que el F-18 hagi
decaigut i determinar que les impureses no siguin
superiors al 0,1 %. Al ser un test introduit recentment
no va ser realitzat i en el IMPD de FMISO no es va
incloure. Per tant es recomana la seva realitzacié. De
totes maneres amb la investigacid a priori es descarta
tota impuresa provinent del blanc. Cal esmentar que
I'especificacié es va establir en base al NCI-IB-
FMISO>® i que les especificacions definides es varen
presentar en el PEl n210-10538 amb resolucié
favorable per part de 'AEMPS.

Esterilitat Esteril Esteril D’acord amb la monografia de preparacions
radiofarmacéutiques’®.
Mostra 175/V <17,51U/mL Considerant el volum maxim de 10 mL es compleix
(<17,51U/mLsi especificacid.
Vmax=10 mL)

PRQ: puresa radioquimica, PRNA: puresa radionucleidica A, PRNA: puresa radionucleidica B, TR: temps de retencid, NCI-IB-FMISO: Dossier public de producte en

investigacio de BE_EMISO del National Cancer Institute (Investigator’s Brochure [18F]FMISO)58, Vmax: volum maxim d’injeccio.
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7 Conclusions

Per als dos RFs d’estudi ®*F-FMISO i *C-PIB:

- Han estat definides les especificacions que ha de complir cada lot de producte per a ser
alliberat per al seu Us.
- S’han validat els métode analitics desenvolupats per a la determinacié de:
=  Puresa radioquimica
=  Puresa quimica
= Dissolvents residuals
=  Esterilitat
= Endotoxines
- La validacié de procés ha estat superada amb la conformitat en totes les especificacions
definides de tres lots consecutius de cada RF.
- S’ha determinat I'estabilitat dels RFs d’estudi essent de 2 h per al **C-PIB i de 6 h per al

BE_EMISO.

La tesi serveix com a model de procediment de treball general per dur a terme la validacid dels

meétodes analitics dels RFs PET per al seu Us en humans.

D’altra banda es creu convenient remarcar el valor més important del treball realitzat al haver-se

aconseguit simplificar certes metodologies analitiques davant el buit normatiu, entre elles:

- Puresa quimica
Els métodes analitics validats permeten en menys de 10 minuts determinar la PQ i la
PRQ del lot produit.

- Puresa radioquimica
Tal com s’ha comentat, la primera monografia especifica per al ®F-FMISO
(Fluoromisonidazole (**F) injection, 01/2014:2459)* inclou un control addicional al
metode per HPLC que és la determinacié del "®F-Fluorur per TLC. En el cas del métode
definit i validat de HPLC per a determinar la PRQ del ®F-FMISO s’ha validat la
determinacié de ‘®F-Fluorur en el mateix métode analitic, per tant, no es necessita

una analisi complementaria per TLC per determinar la impuresa *®F-Fluorur.
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Concentracié radioactiva i activitat especifica

Es recomana que es determinin com a parametres informatius no com a especificacio,
ja que les monografies especifiques de RFs no donen cap valor de concentracié
radioactiva ni d’ activitat especifica.

La concentracié radioactiva s’utilitza per definir el contingut del producte final,
incloent sempre una referéncia temporal.

En el cas de I'activitat especifica, pot variar en funcié de la utilitat clinica del RF i ja ve
limitada per la PQ.

Dissolvents residuals

S’ha validat un metode analitic que, en menys de 10 minuts, es determinen tots els
dissolvents residuals que poden estar presents en el producte final i aquest és
aplicable també a altres RFs PET.

En cada lot es determinen els dissolvents residuals que poden provenir de I'etapa de
neteja del modul de sintesi que es realitza com a pas previ i inseparable de la sintesi
del RF.

Esterilitat

S’ha validat i justificat I'Gs d’una técnica analitica diferent de la recomanada per la
farmacopea, la técnica de la inoculacié, utilitzant un volum menor a l'indicat per la
farmacopea, per tal de poder solucionar el fet de disposar d’un volum molt reduit de
producte final.

Endotoxines

S’ha validat un metode analitic per a la determinacié d’endotoxines, sistema
Endofase’-PTS™, que permet la determinacié de les endotoxines en un temps
aproximat de 15 min amb molt poc volum de mostra. Aix0 suposa, en el cas del F-18,
que es pot obtenir el resultat d’endotoxines fins i tot abans de I'alliberacié del lot.
Puresa radionucleidica

L'any 2014 s’ha publicat la monografia titulada Deteccié i mesura de la radioactivitat,
2.2.66. Detection and measurement of radioactivity (01/2014:20266)'® que, per
primera vegada, defineix un criteri d’acceptacié per a la PRNA (Espectrometria
gamma: + 10 KeV o = 6 % (escollir el valor major)). S'observa que tot i que el
desenvolupament de la part experimental es va realitzar abans de la publicacio de la

monografia, es compleix amb el criteri definit en la mateixa.
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- Residus metal-lics
S’ha justificat un control reduit dels residus metal-lics demostrant que el procés de
produccié elimina els metalls de les substancies actives. Tres lots de cada RF han
donat valors de cada metall menors al 30 % del limit establert seguint la monografia
2.4.20. Determinacié dels metalls catalitics o residus metal-lics (04/2013:20420)*".

- Carrega microbiana
Atés que el volum de sintesi dels RFs és mot petit i es requereixen 6 mL per a la
determinacid de la carrega microbiana i que en els tres lots d’estudi de cada RF s’ha
demostrat que s’obté un valor molt per sota del limit: 0 ufc/mL (especificacié < 10
ufc/100 mL), es justifica el control reduit amb freqiéncia semestral d’aquesta
especificacio.

- Validacié de procés
Amb I'obtencid de la conformitat dels tres lots consecutius de cada RF es verifica que
el procés realitzat, les especificacions definides i els métode analitics validats ens
permeten obtenir uns resultats eficacos i reproduibles per tal de garantir la qualitat
del producte final.

- Estudi d’estabilitat

S’ha definit una metodologia detallada aplicable als RFs PET que omple el gran buit

normatiu dels estudis d’estabilitat en aplicar-los en RFs.

En aquesta tesi doctoral s’han definit especificacions i validat els metodes analitics per a cada RF
d’estudi. Aquests metodes han estat aplicats tant en la validacié de procés com en la
determinacié de I'estabilitat de ™C-PIB i ®F-FMISO. Considerant que tot el treball s’ha vertebrat
seguint una normativa poc detallada i en certs punts no aplicable als RFs PET, es pot concloure
gue s’ha aconseguit disposar d’una part de la documentacié necessaria per tal de garantir que els
RFs d’estudi satisfan les garanties de qualitat. La metodologia aplicada en el treball, es pot
extrapolar als RFs PET d’administracié parenteral, per tant la tesi doctoral contribueix a agilitzar
els passos per a obtenir la conformitat de les autoritats sanitaries per tal que els RFs PET puguin
ser utilitzats tant en el camp de la investigacié com en la practica clinica, i, per tant, ens puguem

beneficiar d’aquesta eina de gran utilitat en I'actualitat.
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