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SINTESE, ANALISE, PURIFICACAO E BIODISTRIBUICAO EM MODELO ANIMAL DO
RADIOFARMACO "Lu*"- DOTATATO PARA USO DIAGNOSTICO E TERAPEUTICO EM
TUMORES NEUROENDOCRINOS

José de Souza Caldeira Filho
RESUMO

Este trabalho teve por objetivo propor uma racionalizacéo da sintese, da analise e da

7 u**-DOTATATO para uso diagnéstico e terapéutico

purificacdo do radiofarmaco
em tumores neuroenddcrinos, bem como avaliar a biodistribuicdo deste radiofarmaco
em modelo animal. A reacdo de complexagcdo para a sintese do radiofarmaco foi
realizada em tamp&o acetato de aménio 0,5 M, pH 7,0, a 95 °C, com tempo de
reacdo de 30 minutos. Obteve-se pureza radioquimica > 95%, de acordo com a
analise por cromatografia em ITLC-SG, utilizando-se como fase movel, tampéao
citrato de sédio 0,1 M, pH 5,0. A razdo molar-limite *"’Lu®*": DOTATATO utilizada na
sintese do radiofarmaco *"’Lu®**-DOTATATO foi dependente da atividade especifica e
da procedéncia do radioisétopo, sendo de 1:3,5 (370 MBq : 2,6 pg) para radioisétopo
oriundo do Oak Ridge National Laboratory/EUA e de 1:16 (370 MBq : 11,8 pg) para o
radioisotopo oriundo do Nuclear Analytical and Medical Services/Holanda,
considerando para ambos, um decaimento de cinco dias a partir da data de producao
do radiois6topo. Esta racionalizacdo da sintese do radiofarmaco *"’Lu**-DOTATATO
permite uma grande economia nos custos de producao. O estudo quimico da sintese

177Hf4+,

do radiofarmaco também evidenciou a interferéncia do produto de

7 u**, como competidor do *"’Lu®** pelo DOTATATO. A preparacéo

decaimento do
radiofarmacéutica mostrou-se estavel durante 24 horas, a uma atividade de 2775
MBq, com adicdo de 0,6 mg/mL de &cido gentisico, mantida em gelo seco. Nos
estudos de biodistribuicdo em camundongos Swiss e Nude demonstrou-se a
especificidade do radiofarmaco pelos tecidos receptor-especificos para
somatostatina como pancreas, estdmago, pulméo, adrenais, rins e de células
tumorais AR42J.

Palavras chave: sintese, complexac&o, radiofarmaco, *”’Lu-DOTATATO, tumor neuroenddcrino.
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SYNTHESIS, ANALYSIS, PURIFICATION AND BIODISTRIBUTION IN AN ANIMAL
MODEL OF RADIOPHARMACEUTICAL Y7Lu®*'- DOTATATO FOR DIAGNOSTIC
AND THERAPEUTIC USE IN NEUROENDOCRINE TUMORS

José de Souza Caldeira Filho
ABSTRACT

The aim of this work was to propose rationalization in the synthesis, analysis and
purification of radiopharmaceutical *’’Lu**-DOTATATO for diagnostic and therapeutic
use in neuroendocrine tumors, as well as for evaluating biodistribution of this
radiopharmaceutical in an animal-model. The complexation reaction for the synthesis
of radiopharmaceutical was carried out in ammonium acetate buffer 0.5 M, pH 7.0, for
30 minutes at 95 °C. The radiochemical purity was > 95%, according to analysis by
chromatography in ITLC-SG, when using the sodium citrate buffer 0,1 M, pH 5.0, as
the mobile phase. The molar-limit ratio *’’Lu**: DOTATATO, used in the synthesis of
radiopharmaceutical *’’Lu**-DOTATATO, in ammonium acetate buffer 0.5 M, pH 7.0,
for 30 minutes at 95 °C, was dependent on the specific activity and origin of the
radioisotope, this being 1:3.5 (370 MBq : 2.6 pg) for that from the Oak Ridge National
Laboratory/U.S.A., and 1:16 (370 MBq : 11.8 ug) for that from Nuclear Analytical and
Medical Services/Holland, when considering a decay of five days from the production
date of the radioisotopes. This rationalization in the synthesis of radiopharmaceutical
7 u*-DOTATATO permits high economy in production costs. Chemical studies on
the synthesis of radiopharmaceuticals also placed in evidence the interference of
Y7Hf** the decay product of *'Lu®*, as the *"'Lu®" competitor for DOTATATO.
Radiopharmaceutical preparation proved to be stable during 24 hours, at an activity
rate of 2775 MBq, with the addition of 0.6 mg/mL of gentisic acid and when kept in dry
ice. In biodistribution studies on Swiss and Nude mice, the specificity of
radiopharmaceutical for somatostatin positive-receptor tissues, such as the pancreas,
stomach, lungs, adrenal glands, kidneys and the cell tumor AR42J was
demonstrated.

Key words: synthesis, complexation, radiopharmaceutical, ’’Lu®*-DOTATATO,

neuroendocrine tumors
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Nomenclatura e classificacdo dos tumores neuroenddcrinos

Carcindide,  tumor  enddcrino, carcinoma  enddcrino, carcinoma
neuroendécrino, APUDoma, tumor gastroenteropancreatico sao alguns dos
sinbnimos encontrados na literatura e na pratica clinica, para designar os tumores
neuroendodcrinos (Arnold, 2005).

A nomenclatura e a classificacdo destes tumores sdo controversas entre
patologistas, cirurgibes e oncologistas. Historicamente, essa multiplicidade de
denominac¢des dadas aos tumores neuroendocrinos foi gerada em virtude de varios
critérios que apresentaremos a seguir.

Um tipo de critério que foi utillizado para classificar o0s tumores
neuroendodcrinos consistia em partir do conhecimento do contetdo hormonal do
tumor, ou, ainda, da associacdo com sindromes clinicas. Este dltimo modo de
classificacdo acabava por omitir informacdes essenciais sobre as caracteristicas do
tumor. Por exemplo, o termo corticotropinoma podia ser usado para descrever um
tumor benigno de pituitaria, carcinoma de pulméo, ou, carcinoma de pequenas
células de pancreas, porgue todos estes sdo capazes de produzir e secretar
corticotropina (Ronald & DelLellis, 2001).

Williams e Sandler (1963) propuseram uma classificacdo de acordo com a
embriogénese do tecido de origem do tumor. Baseados neste critério dividiram o tubo
digestivo embrionério em trés partes, chamando-as de: intestino anterior, intestino
médio e intestino posterior, sendo cada uma delas o provavel local de origem de
determinado tipo de tumor.

De acordo com esta classificacdo, os tumores neuroenddcrinos do sistema
respiratério, do estdbmago, do duodeno, do jejuno proximal e do pancreas pertencem
ao intestino anterior. Os tumores neuroenddécrinos de jejuno distal, ileo, apéndice e
colon direito pertencem ao intestino médio. Os tumores neuroenddécrinos de coélon
transverso, célon esquerdo e reto pertencem ao intestino posterior. A caracterizacao
dos tumores neuroenddcrinos nestes trés grupos foi realizada com base em analises
das caracteristicas morfoldgicas, histoquimicas e imunohistoquimicas, que foram

diferentes para cada um dos grupos (Williams & Sandler, 1963).



No entanto, estudos histopatolégicos associados aos estudos sobre o
desenvolvimento e comportamento destes tumores, evidenciaram que oS tumores
neuroenddcrinos do intestino anterior ndo poderiam ser agrupados em uma mesma
categoria e que, portanto, o uso desta classificagcao na triagem dos pacientes poderia
gerar problemas (Arnold, 2005). Apesar da classificacdo de Williams e Sandler ter o
seu valor historico e poder ser usada para apontar o local do tumor primério, €
notério a falta de uma solucdo definitiva para a classificacdo dos tumores
neuroenddcrinos.

Um complicador importante para a nomenclatura e classificagdo dos tumores
neuroendocrinos foi a introducdo do termo “carcinoide” (Karzinoid), em 1907 por
Oberndorfer, para descrever uma classe de tumor intestinal distinta
morfologicamente, apresentando um comportamento, quanto ao crescimento, menos
agressivo do que os adenocarcinomas intestinais mais comuns. Oberndorfer ndo
reconheceu a natureza enddcrina destes tumores, embora esta caracterizacdo ja
houvesse sido sugerida (Ciacco, 1906). Aqui é importante frisar que a generalizagao
do uso do termo “carcindide” introduzida por Oberndorfer produz uma complicacdo
na classificacdo dos tumores neuroenddocrinos porque sugere que estes tumores
sempre S0 pouco agressivos.

A amplificacdo do uso do termo carcindide para denominagdo dos tumores
neuroenddcrinos foi realizada por Gosset e Masson (1914) que, assim como Ciacco
(1906), também chamaram atencdo para a natureza enddcrina dos carcindides.
Gosset e Masson observaram que o0s carcindides cresciam a partir das células
enterocromafins (células Kulchitzky) situadas nas glandulas de Lieberkuhn,
localizadas principalmente no intestino. Isto explica porque os tumores enddcrinos
do sistema gastroenteropancreatico foram chamados de carcindides. Essa
classificacdo ndo se aplica se eles crescem no pancreas, embora as caracteristicas
histologicas sejam muito semelhantes.

Com o avanco de novas tecnologias de analises de materiais biolégicos foi
possivel a inclusdo de mais uma categoria aos tumores neuroenddécrinos. Realizando
estudos ultra-estruturais de tumores, Bensh et al., (1968) estabeleceram relacdes

entre o carcinoma de pequenas ceélulas de pulmé&o e o carcindide bronquial porque



foi possivel observar, por exemplo, que ambos tinham origem do mesmo tipo celular
(células de Kulchitsky), encontradas no epitélio bronquial.

A partir das inter-relagdes entre estes dois tipos de tumores, estabelecidas por
Bensch et al, (1968), foi possivel a caracterizacdo de um terceiro tipo de tumor
denominado de carcindide atipico. Esta caracterizacdo foi baseada em estudos do
tamanho e formato irregular das células, hipercromasia, atividade mitética e necrose
(Arrigoni, Woolner & Bernatz, 1972).

Uma nova classificagdo foi entdo proposta dividindo os tumores
neuroenddcrinos em relagdo ao potencial de malignidade do seguinte modo: 1)
potencial de malignidade baixo, que seriam os tumores denominados carcindides; 2)
potencial de malignidade intermediario seriam os carcindides atipicos; 3) potencial de
malignidade alta seriam os carcinomas de pequenas células. Observou-se ainda
que, embora fosse um fendmeno raro, o tumor neuroenddécrino poderia transitar entre
estes trés tipos dependendo da sua localizacdo, como observado no carcinoide de
timo (Wick & Ritter, 1999).

Em 1980, a Organizagcdo Mundial da Saude (OMS), insistindo no uso
inapropriado do termo carcindide e tentando conter a generalizagdo implicada no
termo, sugere, paradoxalmente, o uso de “carcindide” para todos os tumores do
sistema enddcrino, classificando-os como: 1) carcindides de células enterocromafins
(ou carcindides classicos ou argentafinomas); 2) carcindides gastrina (células G); 3)
carcindides de outros tipos. Como excec¢des a essa classificacdo, ha os tumores do
pancreas endocrino; os carcinomas de medula da tiredide; os paragangliomas; 0s
carcinomas de pequenas ceélulas de pulméo; os carcinomas das células de Merckel
(Williams, 1980).

No entanto, a partir da utilizacdo das técnicas de microscopia eletrénica e
imunohistoquimica nos estudos de caracterizacdo de tumores, observa-se que 0
termo carcindide sugerido pela OMS em 1980 néo é o mais apropriado para definir o
amplo espectro de tumores, com caracteristicas neuroenddcrinas, porque impde
falsamente a idéia de graus de malignidade baixo ou intermediario. Esta observacéo
revela que o termo carcindide passa a ser usado em um sentido muito amplo,

incluindo neoplasias que podem ser benignas, mediamente malignas ou malignas, de



acordo com suas caracteristicas morfologicas e evolugao clinica (Gould et al., 1983;
DeLellis & Tischler 1998; Wick & Rosai, 1988; Capella et al., 1995; Kloppel et al.,
1996).

Paralelo aos estudos de caracterizacdo dos tumores neuroenddocrinos, novas
chaves de classificacdo iam surgindo, entretanto, sem delimitar a generalizagdo do
uso do termo carcinoide, que ainda persiste.

Gould et al., (1983), propuseram uma classificagdo que incluisse os seguintes
termos: carcindide tipico, carcinoma neuroendocrino bem diferenciado e carcinoma
neuroendodcrino de células pequenas ou intermediarias. Travis et al., (1991),
propuseram a inser¢cdo dos termos: carcinoma neureondocrino de células grandes
(ou volumosas) para os tumores neuroendocrinos de pulméo. Capella et al., (1995)
sugeriram a inclusdo dos termos: tumor neuroendocrino de grau baixo/benigno,
carcinoma neuroendocrino de grau baixo de malignidade e carcinoma
neuroendodcrino de grau alto de malignidade. Estudos moleculares no final do século
XX e inicio do atual apontam para a necessidade de propor uma chave mais precisa
para a classificacdo dos tumores neuroenddcrinos (Komminoth, Heitz & Kloppel,
1998; Onuki, 1999; Hoff, Conte & Gagel, 2000 e Petzmann, 2001).

Em 2000 a Organizagdo Mundial da Saude sugeriu a substituicdo do termo
neuroenddcrino por enddcrino e uma nova proposicao de classificacdo que considera
o comportamento especifico do tumor, de acordo com a sua localizacdo e
diferenciacdo (Solcia, Kloppel & Sobin, 2000). Frente a esta perspectiva, 0s tumores
enddcrinos de pancreas e gastrointestinais sdo classificados em 3 categorias, a
saber: 1) tumores enddcrinos bem diferenciados (tumores enddécrinos benignos); 2)
carcinomas enddcrinos bem diferenciados (carcinoma neuroenddocrino com baixo
potencial maligno); 3) carcinomas enddcrinos pouco diferenciados (carcinomas
neuroenddcrinos altamente malignos). Sugere ainda que o termo “carcindide” deva
ser usado somente para a caracterizagdo de tumores neuroendocrinos bem
diferenciados (ou altamente diferenciados) do trato gastrointestinal, mas ndo do
pancreas.

A OMS sugere ainda que os tumores enddécrinos bem diferenciados (categoria

1) sejam segregados dos carcinomas endocrinos bem diferenciados (categoria 2),



por intermédio da condugcdo de estudos a cerca do tamanho do tumor, da sua
localizagcdo, da capacidade de invasdo localizada, da angiogénese e metastase.
Outros parametros que considera importantes nesta segregacdo sdo: a citologia
irregular (atipica), indice mitético, a taxa de proliferacdo e o padrdo de producao
hormonal.

Apesar de todos os estudos coligidos acima, a classificacdo e a nomenclatura
dos tumores neuroenddcrinos ndo estdo ainda estabelecidas definitivamente. Muitos
esforcos ainda serdo necessarios para que se possa estabelecer uma sistematica de
classificacdo que seja plausivel e coerente com a diversidade destes tumores. Para
Ronald e deLellis (2001), estudos da expresséo génica dos tumores neuroendocrinos
poderdao promover um melhor entendimento na sua caracterizagcao individual,

facilitando sua classificacdo e estabelecendo melhor suas inter-relacoes.

Possibilidades diagnésticas de tumores neuroenddcrinos

O refinamento das ferramentas de caracterizacdo tanto dos tumores
propriamente ditos, quanto do seu comportamento e desenvolvimento ampliou a
possibilidade diagnostica dos tumores neuroendoécrinos. Além disso, novas
perspectivas diagndsticas se justificam pelo aumento da incidéncia populacional dos
tumores carcindides do trato gastrointestinal como importante problema de saude
publica (Modlin & Sandor, 1997; Modlin, Lye & Didd, 2003).

Uma abordagem diagndstica para os tumores neuroenddcrinos é o perfil de
producdo hormonal. De acordo com o0 seu tecido de origem, o0s tumores
neuroendocrinos podem produzir, por  exemplo, ACTH (hormonio
adenocorticotropico), serotonina, calicreina, histamina, prostaglandina, gastrina e
insulina, sendo cada um destes hormdnios responsavel por diferentes reacfes
organicas que resultam, por sua vez, em diferentes quadros clinicos (Creutzfeldt,
1996). Portanto fica evidente a dificuldade de se efetuar um diagnostico que ira
indicar a ocorréncia de tumor neuroenddécrino baseado no quadro clinico do paciente.

Uma abordagem diagndstica para avaliar tumor neuroenddcrino de intestino

médio € a avaliacdo do &cido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), um dos produtos



metabdlicos da serotonina, na urina do paciente. Sua avaliacdo na urina de 24 horas
é indicativa dos tumores originarios do intestino médio, uma vez que os tumores
originados do intestino anterior e posterior ndo secretam serotonina (Kotze, 1998;
Roggo, Wood & Ottinger, 1993).

Outras abordagens utilizadas para o diagnéstico e para a localizacdo dos
tumores neuroenddcrinos sdo: radiografia de abddémen, ultra-sonografia, tomografia
computadorizada (Chayvialle, 1996), ultra-sonografia endoscopica e endoretal e
ressonancia magnética nuclear (Hokama et al.,1996). Embora existam todas essas
ferramentas disponiveis, a precisdo do diagnéstico ainda ndo atinge um nivel
satisfatorio e conclusivo.

A precisdo diagnostica dos tumores neuroendocrinos ganhou maior
especificidade com o0 uso de is6topos radioativos ligados aos analogos da
somatostatina. Esta abordagem constitui, na atualidade, a grande ferramenta para a
avaliagdo diagnostica — e, também terapéutica, como veremos adiante — dos tumores

neuroendécrinos.

Somatostatina e analogos sintéticos da somatostatina

A somatostatina (sst) € um peptideo ciclico encontrado sob duas formas:
somatostatina-14 formada por 14 aminoacidos e somatostatina-28, formada por 28
aminoacidos. Ambas as formas agem a partir de sua ligacdo a receptores especificos
situados na membrana plasméatica das células alvo, sendo os residuos de 7 a 11,
além da sua estrutura ciclica, essenciais para o reconhecimento do sitio de ligacdo
com o receptor (Blok et al., 1999).

A somatostatina atua em muitos sistemas organicos, como o sistema nervoso
central, o sistema pituitaria-hipotalamo, o trato gastrointestinal, o pancreas endocrino
e exocrino e o sistema imune. Devido a sua versatilidade, por atuar em diferentes
sistemas, a sst pode ser considerada, por vezes, um neurotransmissor, um
neurohormdnio, ou um hormdnio que atua por mecanismos autdcrino e paracrino
(Patel, 1999).



A somatostatina possui uma acdo regulatéria ou inibitéria em um amplo
espectro de funcdes fisioldégicas. No trato gastrointestinal ela inibe sua motilidade, a
producdo de acido gastrico, a secrecdo de enzimas pancreaticas e a secrecao da
bile. No pancreas e intestinos ela também atua na inibicdo dos horménios insulina,
glucagon, secretina e polipeptideo intestinal vasoativo (de Herder et al., 2003). Além
dessas fungdes, cabe ressaltar aqui o controle regulatério que a somatostatina
exerce sobre a proliferacdo celular, tanto em tecidos normais, como em tecidos
tumorais (Reichlin, 1983, a, b; Schally, 1988; Lamberts et al., 1991).

A partir da observacédo desta atividade inibitoria/regulatoria da sst sobre essa
gama de processos fisiologicos, vislumbrou-se, inicialmente, o seu valor terapéutico
em casos clinicos que envolvessem hipersecrecdo ou hiperfuncdo dos 6rgaos
supracitados. Porém essa euforia inicial da aplicacdo clinica da sst € refreada por
Lamberts et al. , (1996), que apontam alguns entraves para este uso.

De acordo com Lambert, a concentracdo necesséria para que houvesse acao
farmacologica geraria multiplos efeitos colaterais em diferentes 6rgdos. Outro fator
impeditivo do uso da sst para estes casos clinicos foi a pequena duragdo de sua
acdo, em consequéncia de sua meia vida (t1,) plasmética que, devido a protedlise, é
de aproximadamente 2 minutos. No entanto, todas essas descobertas foram
geradoras de informacoes, e, a partir delas, novas possibilidades do uso da sst foram
surgindo.

Em funcédo dos fatores apontados como impeditivos para o uso clinico da sst,
a primeira necessidade foi lancar mao de analogos da sst, isto €, peptideos sintéticos
que pudessem exercer a maioria das acfes da propria sst, mas que superassem 0S
problemas encontrados como, por exemplo, sua tao baixa meia vida plasmatica, do
que decorre sua agao de curta duragao.

Assim os analogos da somatostatina ganham maior importancia no cenario
cientifico. O octapeptideo analogo da somatostatina que foi denominado octreotideo,
ja sintetizado na década de 80 (Bauer et al., 1982), foi retomado devido as novas
perspectivas para seu uso.

Neste analogo, formado por 8 aminoacidos, foi mantida a mesma afinidade da

sst pelo seu receptor, que é devido aos residuos 7-11, bem como a conformacéo



ciclica da molécula. Para proteger este octapeptideo contra a degradacao
enzimatica, foram realizadas modificacbes nas por¢des N-terminal da molécula, na
qual foi inserido um D-aminoé&cido, a D-Phe (D-fenilalanina) e outra modificagdo na
por¢cdo C-terminal, na qual foi inserido um amino-alcool, Thr-ol (treoninol). Estas
modificacbes conduziram ao aumento da meia vida plasmatica do analogo sintético,
que passa a ser estimada em torno de 2 horas (Pless et al., 1986).

Com este poder de acao potencializado em fungcéo do aumento da meia-vida
plasmética, este andlogo da somatostatina passa a ser indicado para o tratamento
sintomatico de tumores neuroenddcrinos. Com base no efeito inibitério da
somatostatina, o uso do analogo, que por sua vez carrega as mesmas caracteristicas
farmacodindmicas da sst, atua na regulacéo da hipersecrecdo das células tumorais
resultando em melhora na qualidade de vida do paciente (Reubi, 2003).

Outros analogos da somatostatina foram desenvolvidos com 0 mesmo intuito
para uso clinico. Os que se mostraram mais adequados a esta funcdo foram os
octapeptideos ciclicos, sendo os mais citados na literatura atual, além do octreotideo,
o [Tyr’]-octreotideo, o vapreotideo, o lanreotideo e o [Tyr’]-octreotato. Neste trabalho
nos deteremos no uso do [Tyr’]-octreotato, cuja importancia clinica em tumores
neuroenddcrinos, sera abordada no decorrer deste trabalho.

A razdo desta aplicacdo clinica dos analogos da sst € a presenca, nos
tumores neuroenddcrinos, de receptores para somatostatina (rsst) em alta
densidade. Embora nédo se tenha uma hipotese que explique, de fato, esse aumento
da expressdo dos receptores para somatostatina nas células dos tumores

neuroendodcrinos, € fato que estes tumores “super-expressam” os rsst.
Receptores de somatostatina

Os receptores de somatostatina foram detectados in vitro em amostras de
tumores humanos, via método de autoradiografia, e, atualmente, 5 subtipos de rsst ja
foram caracterizados: rsst 1, rsst 2 (rsst 2a e rsst 2b), rsst 3, rsst 4 e rsst 5 (Hoyer,

Lubbert & Bruns, 1994). Todos os 5 subtipos de rsst sdo acoplados aos receptores
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de proteina G, que media os sistemas efetores intracelulares, por intermédio de um
sistema de segundo mensageiro.

Este sistema inclui: 1) a inibicdo da adenilato ciclase; 2) a inibicdo da
abertura dos canais de calcio nas células; 3) a estimulacdo da fosfotirosina fosfatase;
4) a estimulagdo da MAP quinase (mitogen-activated protein) (Reisine & Bell, 1995;
Patel, 1997, 1999). Os efeitos inibitérios da sst sobre a atividade da adenilato ciclase
e sobre os canais de calcio estdo ligados a inibicdo do processo secretorio da célula.
Ja a ativacdo da fosfotirosina fosfatase ou da MAP quinase estdo, provavelmente,
envolvidas na regulacéo da proliferacdo celular (Schally, 1988; Lamberts, Krening &
Reubi, 1991; Hofland, Visser-Wisselaar & Lamberts, 1995).

O processo da interacdo do peptideo com o receptor na membrana da célula
possui um interessante mecanismo de inativacdo. Apos a interacdo, o complexo
peptideo-receptor sofre um processo de internalizacdo pela célula, que ira resultar
em degradacdo deste complexo e/ou reciclagem do receptor internalizado que
retorna a superficie da membrana da célula, livre para novas interagfes (Behr et al.,
2001). Este processo de internalizacdo é fundamental para formagcdo de imagem
diagnostica dos tumores neuroendodcrinos, que sera abordado no decorrer deste
capitulo.

Além da caracterizacdo dos 5 subtipos de rsst, observou-se que estes
receptores sdo expressos de maneira heterogénea, sendo essa variagdo tumor-
dependente, embora haja variacdo na expressao de receptores em um mesmo tipo
de tumor (Reubi et al., 1998 a; Schulz et al., 1998; Kimura et al., 1999; Hofland et al.,
1996 b). Outra distingdo importante foi a observagdo de padroes de expressdo dos
rsst que foram divididos em duas classes: uma classe que expressa 0s receptores
rsst 1 e rsst 4 e outra classe que expressa 0s rsst 2, rsst 3 e rsst 5.

Ainda dentro desse conjunto de variacbes tdo complexas, ha que se levar em
conta a afinidade de cada um destes receptores pelo analogo da sst com o qual vai
interagir. Por exemplo, o octreotideo se liga com alta afinidade aos rsst 2, com uma
afinidade considerada moderada aos rsst 5 e com afinidade menor aos rsst 3 (Reubi
et al., 2000).
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Radiofarmacos no diagnéstico de tumores neuroenddcrinos

A utilizacdo de analogos da somatostatina como ferramenta para o diagnéstico de
tumores que super-expressam rsst foi proposta por Krenning et al., (1989) que
utilizaram um is6topo radioativo do iodo acoplado a um anélogo da sst, sintetizando o
radiofarmaco [*#| -Tyr’] octreotideo, para a localizagéo de tumores neuroendécrinos.

Segundo Reubi (2003), o principio para esta utilizacdo é simples: o peptideo
ligado a um isétopo radioativo, que deve ser obrigatoriamente um emissor de

My, 9MTe, ’Lu, é injetado no paciente por via

radiacdo y (gama) como
intravenosa. O paciente é entdo colocado sob uma camara de cintilografia y, que
captura as emissOes desta radiacdo, integrando-as e transduzindo-as, por meio de
um sistema computadorizado adequado, em uma imagem que permite, j& em
primeira instancia, localizar o tumor e suas possiveis metastases, com precisao.

O radioiodo foi o primeiro isétopo radioativo acoplado a um analogo da sst,
formando um radiofarmaco util na deteccdo de tumores neuroenddcrinos, devido a
facilidade de sua incorporacdo no peptideo, a partir de um residuo de Tyr da
molécula, caracterizando o que se chama de método direto de incorporacdo do
radioisétopo.

No entanto este radiofarmaco ndo se mostrou estavel, uma vez que a digestao
proteolitica intralisossomal que ocorre durante o processo de internalizacdo do
complexo radiofarmaco-receptor, gerava mono ou di-iodotirosina que eram
rapidamente excretadas da célula, ndo permitindo assim um acumulo suficiente do
radiofarmaco por tempo adequado para aquisicdo de uma boa imagem. (Behr et al.,
2001)

Uma saida encontrada para este problema foi o uso de agentes quelantes como
0 acido dietileno triamino penta-acético (DTPA) ou o &cido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1,4,7,10 tetra-acético (DOTA) acoplados aos analogos da
somatostatina. Neste caso, o radiois6topo ndo se liga diretamente ao analogo, mas
complexa com o agente quelante (como, por exemplo: o **In-DTPA-octreotideo,

Octreoscan®) (Krenning et al.,1995).
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O uso do agente quelante (DOTA ou DTPA), tanto aumenta a estabilidade do
radiofarmaco, quanto impede a rapida degradacdo proteolitica que ocorre no
lisossoma apdés o processo de internalizacdo, resultando em acumulo do
radiofarmaco no meio intracelular, o que concorre com melhora na aquisicdo da
imagem cintilografica (Behr et al., 2001).

A tabela A ilustra as sequéncias de aminoacidos que formam os anélogos
sintéticos da sst, os agentes quelantes disponiveis e 0s respectivos analogos
sintéticos da sst quimicamente ligados aos agentes quelantes.

Tabela A - Octapeptideos analogos da somatostatina, sua sequéncia de

aminoacidos, o nome dado a sequéncia e o analogo ligado ao agente quelante.

Sequéncia de aminoacidos dos peptideos Nome Abrevia  cOes
-D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr(ol) Octreotideo oC
-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr(ol) [Tyr®]-octreotideo [Tyr’]OC
-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Trp Vapreotideo VAP
-B-D-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr Lanreotideo LAN
-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr [Tyr®]-octreotato TATO

Agente Quelante Abreviacdes
Acido dietileno triamino penta-acetico DTPA
Acido 1,4,7,10 — tetraazaciclododecano - 1,4,7,10 tetra-acético DOTA
Agente quelante-peptideo conjugado Abreviagbes
DTPA-octreotideo DTPAOC
DTPA-[Tyr’]-octreotato DTPATATE
DOTA-octreotideo DOTAOC
DOTA-[Tyr’]-octreotideo DOTATOC
DOTA-vapreotideo DOTAVAP
DOTA-lanreotideo DOTALAN
DOTA-[Tyr’]-octreotato DOTATATO

Fonte: Adaptado de European Journal of Nuclear Medicine. Vol. 27, No. 3, March 2000.
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Por fim, o radiofarmaco formado pelos analogos sintéticos da sst quimicamente
ligados ao agente quelante (que possibilita a inser¢do de um radiois6topo metalico)
tornou-se um importante recurso diagnéstico porque permite a obtencdo de boas
imagens cintilograficas de tumores que expressam receptores para somatostatina.

A literatura considera que os resultados mais promissores foram encontrados em
relacdo aos tumores que expressam rsst com alta densidade, como os tumores
neuroenddécrinos, mas também foram encontrados resultados satisfatérios no uso
diagndstico de meningiomas e meduloblastomas (Schimidt et al., 1998; Muller et al.,
1998).

RadioisOtopos na terapia de tumores neuroenddcrinos

A utilizacdo de um radiofarmaco receptor-especifico para o diagnostico de
tumores neuroenddcrinos abriu possibilidades para que se pensasse em vias
terapéuticas utilizando como alvo os receptores de somatostatina. Assim, 0s
radiofarmacos usados para fins de diagndstico foram modificados para uso
terapéutico por meio da substituicdo do radioisotopo.

Segundo Srivastava & Dadachova (2001), a escolha do radiois6topo para fins
terapéuticos deve ser avaliada com base nos seguintes fatores: 1) meia-vida fisica,
considerada 6tima entre 1 e 14 dias; 2) tipo de emissao (a, B, vy, elétron Auger), que
engloba o modo de desintegracdo do radioisétopo, bem como a energia e a
intensidade da radiacdo; 3) atividade especifica; 4) quimica favoravel a sintese do
radiofarmaco, como por exemplo o radioiodo que sofre substituicdo eletrofilica num
residuo de tirosina (Tyr) ou radiometais que sao facilmente complexados por agentes
quelantes que sédo encontrados comercialmente acoplados a biomoléculas; 5) via de
administracdo; 6) dosimetria interna; 7) cuidados com a seguranca radiologica e
ambiental; 8) veiculo usado como carreador; 9) farmacocinética in vivo do
radiofarmaco e do radioisétopo livre; 10) custo de producéo.

Apesar de todos estes fatores influenciarem, de um modo ou de outro, na escolha
do radioisotopo adequado para a terapia, para proposicdes praticas a escolha atual é

limitada a emissé@o de particula B pelo radioisétopo eleito (Lewington, 2003). As
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particulas B séo elétrons carregados negativamente que sdo emitidos do ndcleo de
um atomo instavel, sendo sua energia e seu alcance, variaveis (Zweit, 1996).

Os elementos radioativos conhecidos por serem emissores de particulas
possuem muitos representantes, os quais sao classificados em 3 grupos de acordo
com a energia de emissdo da particula e consequente alcance: 1) radionuclideos
emissores 3° de baixa energia; 2) radionuclideos emissores 3 de média energia e 3)
radionuclideos emissores [3” de alta energia (Zweit, 1996).

Os elementos com emissdes B que sao classificados como “de baixa energia”,
possuem emissOes com energias que variam de 0,08 a 0,18 MeV, apresentando
alcance, na 4gua, entre 0,4 e 0,9 mm, sendo seus representantes o iodo — 131 (**! 1)
e o lutécio — 177 (*"’Lu). Os de média energia sdo classificados entre 0,23 a 0,36
MeV, com alcance entre 1,2 e 1,8 mm, como por exemplo o samario — 153 (***Sm).
Os de alta energia variam entre 0,5 a 1,0 MeV, com alcance entre 2,2 e 5,0 mm,
sendo seus representantes o rénio — 188 (**Re) e o itrio — 90 ( *°Y) (Zweit, 1996). A
tabela B mostra alguns radioisétopos que sao frequentemente utilizados na producéo
de radiofarmacos com fins terapéuticos.

Tabela B — Caracteristicas fisicas de radioisétopos emissores [3°, utilizados na

terapia de tumores

L tiz L Ey (keV) /
Radioisotopo _ Emisséao EB (MeV) d (mm) *
(dias) A (%)

-131 8,0 B 0,181 0,39 364 /81
Lu-177 6,7 B 0,140 0,23 208 /11
Sm - 153 1,9 B 0,225 0,54 103 /28
Re - 188 0,7 B 0,795 3,1 155 /15

Y -90 2,7 B 0,935 4,0 -

t1» - meia vida fisica; EP - energia média de emissdo; d - alcance na agua; Ey / A - energia gama
principal / abundancia.

Fonte: Adaptado de “Seminars in Nuclear Medicine”, vol. XXXI, n® 4 (october), pp. 331, 2001.

* Welch, 2003.
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O objetivo da terapia utilizando-se radiois6topos associados a biomoléculas
receptor-especificas é levar diretamente ao tumor doses de radiacdo tidas como
terapéuticas, sem que os tecidos adjacentes e 6rgdos saudaveis sejam afetados
excessivamente.

A dose terapéutica sera eficiente quando produzir um efeito radiocitotéxico sobre
as células-alvo. No efeito radiocitotoxico, a particula B emitida pelo radioisétopo
promove ionizacdes durante sua trajetoria, sendo parte de sua energia transferida e
depositada no material biolégico. Tal energia absorvida pela célula tumoral induz
quebras de ligacdes quimicas na molécula de DNA, o que pode levar & morte celular
(Kassis & Adelstein, 2003).

A razdo entre a energia transferida pela particula 3~ emitida pelo radioisétopo
(dada em keV) e o seu alcance (em unidade de comprimento) é denominada
transferéncia linear de energia (LET). Essa taxa de transferéncia linear de energia é
um importante pardmetro na escolha do radioisotopo a ser utilizado na producédo de
radiofarmacos com fins terapéuticos. Isto porque emissdes que possuem um alto
LET irdo produzir mais ionizagcbes em menor espago e, conseqientemente, terdo
maior probabilidade de produzir um dano biolégico irreversivel (Kassis & Adelstein,
2003).

Embora existam todos estes parametros para o uso de radioisétopos na terapia
de tumores neuroendocrinos, ndo existe, de fato, um consenso de como estes
parametros podem racionalizar a escolha de um radiois6topo para compor um
radiofarmaco que venha a ser utilizado na terapéutica.

Nos ultimos anos o radioisétopo **’Lu®"

surgiu como um promissor emissor 3° de
curto alcance para uso na terapia de tumores neuroenddcrinos. Sua baixa energia de
emissdo 3, associada ao seu curto alcance, tornam este radioisotopo ideal para
tratamento de metastases pequenas dos tumores neuroeddcrinos, sem o risco de
exposicdo desnecessaria dos tecidos adjacentes aos tumores, como ocorre com o
uso do .

Outra vantagem em relacéo ao *°Y, que é rotineiramente utilizado na producéo de

177Lu3+

radiofarmacos para terapia de tumores neuroenddcrinos, é que o possui

emissdo de energia y adequada a realizacdo de diagndstico por imagem, bem como
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aos estudos dosimétricos. Quando se utiliza para fins terapéuticos um radiofarmaco
com Y, que ndo emite radiacdo y com energia suficiente para deteccdo e formacéo
de imagem diagnéstica, faz-se uso de um radiofarmaco com **'In para a avaliacéo
diagnostica e dosimétrica. No entanto ndo h& dados suficientes que evidenciem a
equivaléncia da biodistribuicdo destes radioisétopos (*°Y e 'In) no paciente
(Vallabhajosula et al., 2005).

O '3, que também é um radioisétopo utilizado rotineiramente na clinica, ndo é o
mais adequado para obtencdo de diagndstico por imagem em funcdo de sua
emissdo y ser de alta energia. Sua utilizacdo leva a necessidade de cuidados

177Lu3+

especiais como o0 isolamento do paciente. O uso do nao tem este

inconveniente (Dvorakova, 2007).

177Lu3+

Radiofarmacos com para o diagndstico e para a terapia de

tumores neuroenddécrinos

As possibilidades do uso diagndstico e terapéutico do radiois6topo *’Lu®*" em
tumores neuroenddcrinos vém sendo muito exploradas recentemente. A maior parte
do uso do ’Lu®*" esta4 concentrada no desenvolvimento de radiofarmacos com
peptideos andlogos da somatostatina, sendo mais utilizados na clinica o DTPAOC, o
DOTATOC, DOTATATO e o DOTALAN (Tab. A) (Krenning et al.,2005; Reubi Macke
& krenning, 2005), com finalidade de diagndstico, mas, principalmente, com grande
énfase no tratamento de tumores neuroenddcrinos (Schimitt et al., 2004; Teunissen,
Kwekkeboom & Krenning, 2004; Forrer et al., 2005).

Os octapeptideos analogos da somatostatina apresentam estruturas
semelhantes, sendo que as pequenas modificacbes que os diferem acabam por
interferir na afinidade pelo receptor de somatostatina. A literatura ressalta que a
afinidade do DOTATATO pelos rsst 2 € nove vezes maior do que a afinidade do
DOTATOC pelo mesmo receptor (Reubi, Macke & krenning, 2005). Ja o DOTALAN
apresenta afinidade diminuida pelos rsst 2, porém tem alta afinidade pelos rsst 5
(Krenning et al., 2005).
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Estudo em modelo animal mostrou que quando associados ao radiois6topo *°Y,
formando os radiofarmacos °Y-DOTATOC e °Y-DOTATATO, este Ultimo
apresentou maior afinidade pelos tecidos que expressam rsst (de Jong et al., 1998).

Dados da literatura sugerem que o agente quelante DTPA acoplado ao
octreotideo (DTPAOC) apresenta baixa estabilidade quando ligado a radiometais
(Kaltsas et al., 2005). Assim, para fins terapéuticos, o agente quelante DTPA foi
substituido pelo DOTA, do que resulta maior estabilidade aos complexos formados
com radiometais °Y e *’Lu®" (Reubi, Macke & Krenning, 2005). Esta estratégia evita
uma rapida dissociacdo do complexo ligante-radiometal no plasma, com
consequente aumento de irradiacdo no tumor (Kaltsas et al., 2005).

A literatura vem dando grande énfase ao uso do radiofarmaco ’’Lu®'-
DOTATATO no tratamento de tumores neuroendocrinos (Kwekkeboom et al., 2001;
Kwekkeboom et al., 2003; Teunissen, Kwekkboom & Krenning, 2004; de Jong et al.,
2005; Kwekkeboom et al., 2005; Esser et al., 2006).

Por tudo o que foi descrito, fica notéria a importancia do radiofarmaco *"’Lu**-

DOTATATO no tratamento e no diagnéstico de tumores neuroenddécrinos, razao pela

qual justificam-se pesquisas brasileiras para sua produgéao.

Protocolos de sintese do radiofarmaco ’Lu**-DOTATATO da Agéncia

Internacional de Energia Atdmica.

Pelo Programa de Cooperacdo Técnica coordenado pela Agéncia
Internacional de Energia Atomica, denominado “Comparative Evaluations of
Therapeutic Radiopharmaceuticals”, grupos de pesquisadores trabalharam em prol
do desenvolvimento de radiofarmacos com analogos da somatostatina utilizando
diferentes radionuclideos (IAEA, 2007). Descreveremos aqui 0s protocolos de

obtenc&o do radiofarmaco *"’Lu**-DOTATATO resultantes deste programa (Tab. C).
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TABELA C — Protocolos de sintese do radiofarmaco  "’Lu®*-DOTATATO

Pais Origemdo *"Lu® Meio de reacéo pH TCC) t(min) Lu*:DOTATATO
Nordion, Canada HCI 0,05 N, com ascorbato de sédio e
Brasil (>50Ci/mg) e IDB, Holanda acido gentisico; 4,5 80 - 100 30 ?:10 ug
(>20Ci/mg) ou tampéao acetato 0,4 M
o . o i . . 600 pCi : 25 ug
India Produzido no préprio pais Tampao acetato de aménio 0,1 M 5,0 80 60
1,13 nmol :17,41 nmol
Italia Sigma-Aldrich Acido gentisico em tamp&o acetato ~4,5 90 30 3eqg.:1eq
y Perkin-Elmer Life Sci., . . . _
Coréia ) Tampdo acetato com acido gentisico 4,5 90 30 1 mCi:1pug
Belgica
. Nordion, Canada
México Tampdao acetato 1 M. 5,0 90 30 185 MBq: 5 g
(>32GBg/mL)

o ) o i Tampao 30 mM acetato de sédio / 25 _
Paquistao Produzido no préprio pais ) 20a70 20-90 5a60 10 mCi : 25 g
mM ascorbato de sdédio.

. Acetato de s6dio com 40 mg/mL de
Polbnia ? . o _ B 4,5 95 25 1 mol : 5 mol
acido dihidroxibenzoico

. Nordion, Canada Tampdao acetato, 0,4 M, acido 3-hidroxi 10 mCi : 10 pg
Romeénia ) 4,5 80 30
(45Ci/mg). 4 aminobenzoico (5mg) 1 mol : 3,7 mol
_ Adaho, USA e University of Acetato de so6dio 0,4 M e acido _
Uruguai ) ) ) . ? 100 30 7,2mCi: 7,2 ug
Missouri, Columbia, USA gentisico

T (°C) — temperatura; t (min) —tempo (minutos); ? — dado desconhecido. IAEA (2007).
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A partir dos resumos dos protocolos de obtencéo do radiofarmaco *’’Lu®*-

DOTATATO descritos na tabela C, podemos perceber que ha diferengcas marcantes
entre os parametros de sintese utilizados por cada pais. A caréncia de uniformidade
destes protocolos torna evidente a necessidade de avaliar criticamente e de

racionalizar a sintese deste radiofarmaco.
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OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo propor uma racionalizagéo da sintese, da andlise e
da purificacdo do radiofarmaco '"’Lu**-DOTATATO para uso diagnéstico e
terapéutico em tumores neuroenddcrinos, bem como avaliar a biodistribuicdo deste

radiofarmaco em modelo animal.
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MATERIAIS

<\

ANERNEE NN

Glove-box: destinada as reacdes de sintese com material radioativo, IPEN/CNEN,
Brasil.

Contador automatico tipo po¢o com cristal de Nal(Tl), modelo D5002, cobra I,
auto-gama, Packard, Camberra, EUA;

Calibrador de doses, modelo CRM™-35R com camara de ionizacdo CRC®-35R1,
Capintec, EUA,;

Balanca Analitica — Ohaus e Explorer, EUA,;

pHmetro digital Tecnopon MPA 210P;

Agitador / aquecedor de microtubos tipo eppendorf —Thermomixer comfort;
Micropipetas de volumes: 0,5 — 10 pL, 10 — 100 pL e 100 — 1000 pL BRAND
Transferpette

Equipamento para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Waters, EUA.
Com os seguintes moédulos:

- Integrador, modelo 746;

- Detector UV, modelo 486;

- Detector de radiagdo beta (B) e gama (y), modelo radiomatic, Packard,

Camberra Company, EUA;

<\

AR NEENEEN

- Injetor manual, modelo 600;

- Bombas de solventes modelo 600;

- Degaseificador;

Colunas de separacdo de fase reversa para CLAE, Symetry®Cig (RP-Cyg), 4,6 X
250 mm, 5um, Waters EUA,;

Tiras de fibra de vidro impregnadas com silica gel (Instant thin layer
chromatography - ITLC-SG), PALL — Life Sciences

Mini colunas compactadas para purificacdo — Sep-Pak® — Waters, EUA;

Solventes diversos — grau analitico e grau HPLC, Sigma Aldrich;

Reagentes diversos — grau p.a. Sigma Aldrich ou similar;

Vidrarias em geral,
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v Amostras de *"’LuCl; (cloreto de lutécio) do Nuclear Analytical and Medical
Services — NRG/Holanda e do Oak Ridge National Laboratory — ORNL/EUA;

v' Peptideo andlogo da somatostatina, octreotato, acoplado ao agente quelante
DOTA, DOTA-octreotato (DOTATATO) — ANASPEC, EUA.

Animais utilizados:

v' Camundongos Swiss, adultos e camundongos Nude, adultos — fornecidos pelo
biotério do Instituto de Biotecnologia — IB - IPEN-CNEN/SP;

Células utilizadas:

v' Linhagem de células — AR42J cancer pancreatico de rato (American Type Culture
Collection — ATCC, EUA);

Programa computacional:

v" PK Solutions 2.0 Noncompartmental Pharmacokinetics Data Analysis, (Ashland,
Ohio, EUA)
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1.0 Introducéo

Habitualmente inserimos no dia a dia de trabalho palavras ou até mesmo
expressdes para dar significado a determinados contextos técnicos. Por exemplo,
atribuimos adjetivos como “quente” ou “frio” para designar materiais ou ambientes
radioativos ou nao-radioativos, respectivamente. O uso daqueles termos, nao
especificos, termina por generalizar informacdes fundamentais, que sao
desconsideradas ou, muitas vezes, mal analisadas.

Quando inserimos um isétopo radioativo em determinada molécula, atribuimos
a este procedimento a denominacdo de “marcacdo”. Porém esta denominacao
carrega uma aplicacédo especifica, de modo que, nem todo procedimento de insercao
de um is6topo em determinada molécula deva ou possa ser chamado de “marcacéo”.

O uso adequado do que se entende por “marcacdo” refere-se a substituicdo
de um dos atomos de uma molécula pelo correspondente isétopo radioativo ou néo-
radioativo. Desta forma, para saber, por exemplo, quais alteracdes metabdlicas
ocorrem em moléculas de glicose, podemos inserir **C no lugar de **C “marcando”
tais moléculas. Também, nos estudos da fotossintese, podemos fornecer agua
“marcada” com 0 (por substituicdo do '°0) e avaliar a formacdo de glicose e

oxigénio segundo a reagdo: 6CO, +6H,"0 - C,H,,0, + 6°0,, observando que o

oxigénio produzido é proveniente das moléculas de agua e ndo das de dioxido de
carbono (Atkins & Jones, 2006).

Neste trabalho, inserimos o radioisétopo *""Lu®*

no quelante DOTA, acoplado
ao octapeptideo andlogo da somatostatina, o octreotato. Dado que o is6topo
(radiois6topo) lutécio néo fazia parte da molécula em que foi inserido, ndo se trata de
um procedimento de “marcacdo”. A este processo, em razdo de determinadas
caracteristicas que discutiremos a seguir, denominaremos: sintese do complexo,
reacdo de complexacdo ou complexacdo e ao produto desta sintese chamaremos —
complexo. Com isso queremos mostrar ao longo deste item que a denominacdo de
“marcacdo” aplicada ao contexto em que estamos trabalhando, acaba por ocultar
determinadas caracteristicas quimicas que sdo relevantes para andlise critica da

sintese que realizamos.
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Por definicdo quimica entende-se “complexo” como uma espécie formada por
varios ligantes (bases de Lewis) que tém existéncia independente, em interacdo com
um Unico atomo ou ion metalico (4cido de Lewis) (Atkins. & Jones, 2006).

Antes de Lewis, Bronsted e Lowry classificavam um acido como uma espécie
que é capaz de doar prétons e uma base como uma espécie que aceita prétons,
focalizando a transferéncia de um préton entre duas espécies. Segundo Lewis, um
acido é um aceptor de um par de elétrons, enquanto, uma base, € doadora. Assim,
quando uma base de Lewis partilha um par de elétrons com um &acido de Lewis,
forma-se uma ligacéo covalente coordenada, isto €, uma ligacdo em que os elétrons
provém de um dos atomos, originalmente da base de Lewis. Neste sentido,
“‘complexo” vem a ser a espécie formada a partir de ligacdes covalentes
coordenadas.

A figura 1 representa a estrutura da molécula DOTA, que também pode ser

chamada de ligante ou base de Lewis. O *""Lu**

que reage com esta molécula é o
acido de Lewis. A figura 2 ilustra a estrutura octacoordenada do complexo DOTA-

metal.

CO,H
Y —con
C )
N N
HO,c— \/ j
CO,H

Figura 1 — Férmula estrutural do DOTA.
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Fonte: Inorganic Chemistry. 2003, 42, 150.
Figura 2 — Estrutura octacoordenada do complexo DOTA-metal.

O DOTA (Fig. 1), é um ligante octacoordenado (observar as 8 ligacbes
covalentes coordenadas na Fig. 2), formado pelo anel 1,4,7,10
tetraazaciclododecano (Benetollo et al., 2003), no qual cada atomo de nitrogénio tem
ligado a ele um grupo carboxietil, dai seu nome quimico: &cido 1,4,7,10
tetraazaciclododecano N, N’, N”, N tetra-acético.

Na figura 2, temos a representacdo, obtida através da difracdo de raio-X, da
estrutura octacoordenada de um complexo DOTA-metal. Podemos observar que no

Y7 u**. As linhas negras

centro da molécula encontra-se 0 metal, em nosso caso o
indicam as ligacdes entre os &tomos que formam o anel e as linhas brancas mostram
as interacOes acido-base de Lewis, com o metal ao centro do anel. Estas interagbes
do &cido de Lewis com a base de Lewis, irdo ocorrer em funcéo da disponibilidade de
elétrons das bases de Lewis, quais sejam: 0s quatro atomos de nitrogénio presentes

no anel (representados na Fig. 2 por N1, N4, N7 e N10) e os quatro atomos de
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oxigénio (representados na Fig. 2 por O1B, O4B, O7B e 0O10B). Os oxigénios
desprotonados da carboxila sdo bases de Lewis duras, o que explica a formacao da
ligagdo coordenada com estes atomos.

Em nosso caso, o DOTA estara acoplado a um peptideo (Fig. 3), de modo que
a carbonila (C10 e O10A), estara realizando uma ligacdo amidica com o grupo amina
(-NH2) da fenil alanina terminal do peptideo. Deste modo, como pode ser
visualizado na figura 3, dado que o “O10B” é o grupo que atua na formacdo da
ligacdo peptidica, se estabelecerd uma ligacdo coordenada com o “O10A”, mantendo

assim o carater octacoordenado do DOTA.

oH ooz 0
i | | | °”

CH NH —C

8\\0 m_m" - CH e

z:\: z::

CH 2

OH

Fonte: Chemical Abstract.
Figura 3 — Férmula estrutural do *"’Lu®**-DOTATATO.

E importante salientar também que a disponibilidade eletronica das bases de
Lewis pode variar de acordo com o pH do meio de reacdo. Espera-se que, em pH
baixo, a disponibilidade eletrbnica seja menor devido a protonagédo dos atomos, tanto
de nitrogénio como dos oxigénios das carboxilas (O1B, 0O4B, O7B e O10B). Em pH
alto, portanto, h4 aumento da disponibilidade de elétrons.
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No entanto, o aumento do pH favorece a reacdo de precipitacdo de hidroxido
de lutécio, que compete com a reacdo de complexagdo. Portanto € preciso estudar
0S parametros que orientam estes dois processos, 0 que significa que sera
necessario comparar a constante de formacéo do complexo *’Lu®*-DOTATATO com
o produto de solubilidade do **’Lu(OH)s, verificando um pH 6timo para complexacgéo
sem risco de precipitagao.

Devido as caracteristicas especificas entre o ligante e o atomo central no
complexo descrito, fica evidente a necessidade de estabelecer parametros para
racionalizar a sintese do radiofarmaco. Neste caso iremos estabelecer dois
parametros: 1.1) parametros cinéticos relacionados ao tempo e a temperatura da
reacdo; 1.2) parametros de pH.

Os estudos conduzidos para estabelecer os parametros de pH, necessitaram
do desenvolvimento de mais um tépico para elucidar as condi¢bes de sintese do
radiofarmaco. Por isso teremos uma terceira se¢do que trata da influéncia da razéo

177LU3+:

molar DOTATATO na compreenséo da sintese do radiofarmaco.
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1.1 Influéncia dos parametros cinéticos (tempo e temperatura) na
sintese do "Lu**-DOTATATO

1.1.1 Métodos

Para o procedimento de sintese do radiofarmaco *’Lu®**-DOTATATO foi
utilizado como meio de reagcdo tampéao acetato de sodio 0,4M pH 4,5, adaptado de
Breeman, et al., 2003.

O peptideo DOTATATO (1mg) foi diluido em 1 mL deste mesmo tampéao,
fracionado em aliquotas de 10, 20 50 e 100 pg/uL, que foram armazenadas em tubos
do tipo eppendorf e mantidas congeladas a -25 °C.

O radioisotopo utlizado era de procedéncia do NRG-Holanda, obtido na forma
de "’LuCl; em solucdo de HCI 0,05 M.

A execucdo do procedimento de sintese do radiofarmaco foi realizada em
glove box apropriada & manipulacdo de elementos radioativos.

Em eppendorf com capacidade de 1,5 mL foi adicionado 200 pL de tampéo, a
massa de peptideo e a atividade desejadas, por exemplo: 10 pg de DOTATATO e 74
MBq (2 mCi) de *"Lu*. Em seguida foram aquecidos & temperatura constante e
mantidos sob agitacdo de 350 rpm.

Para a avaliacdo dos parametros cinéticos tempo e temperatura, 0S
experimentos foram conduzidos variando o tempo de incubacdo da reagcdo em: 10,
20 e 30 minutos a temperatura de 80 °C e 10, 15, 20, 30 e 40 minutos a temperatura
de 95 °C.
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1.1.2 Resultados & Discusséao

Os resultados de Pureza Radioguimica (%) mostrados nas tabelas 1 e 2
indicam que o aumento da temperatura ndo mostrou alteracdo na extensédo de
formag&o do complexo.

A variagdo dos tempos de incubacgdo, estudados nestas temperaturas,
também nao influenciou a pureza radioquimica. As tabelas (1 e 2) mostram que a
extensdo de formacdo do complexo "’Lu**-DOTATATO a razdo molar de 1 : 70,
avaliada como pureza radioquimica, ndo apresenta diferencas significativas.
Tabela 1 — Efeito do tempo de incubac&o & 80 °C na formagcéo do complexo *"’Lu®'-
DOTATATO sintetizado & raz&o molar de 1 : 70 (*"’Lu** : DOTATATO) (n=4).

Tempo (minutos) Pureza Radioguimica (%)
10 96,6 + 0,9
20 97,7+0,9
30 98,3 +0,10

Tabela 2 — Efeito do tempo de incubacéo & 95 °C na formagdo do complexo *"’Lu®'-

DOTATATO sintetizado & razédo molar de 1 : 70 (*’’Lu®" : DOTATATO) (n=4).

Tempo (minutos) Pureza Radioquimica (%)
10 98,0+ 0,2
15 97,6 +0,9
20 97,9+0,2
30 98,1+0,2
40 98,5+0,8

De um modo geral, a temperatura aumenta a velocidade das particulas que
formam a matéria. Dotadas de energia cinética, tais particulas movimentam-se
continuamente e colidem mutuamente, reagindo ou ndo. A ocorréncia de reacéao fica
condicionada a um limiar energético definido pela energia de ativacdo, que pode ser
entendida como a energia necessaria para suplantar as energias de ligacdo nos

reagentes, a ponto de causar seu rompimento e formar novas liga¢cées nos produtos.
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Isto significa que, quando as particulas reagentes colidem, a energia cinética que
possuem no momento do choque pode ser convertida e armazenada na forma de
energia potencial. A diferenca entre a energia potencial acumulada na coliséo e a
energia que 0s reagentes possuiam antes da colisdo representa a parcela minima de
energia necessaria para a transformacdo ocorrer. Deste modo, um aumento da
temperatura gera aumento de energia cinética, que caso exceda o limiar da energia
de ativacao, resulta em aumento de velocidade da reacdo quimica.

Dentro das condi¢bes deste experimento, ambas as temperaturas avaliadas,
80 e 95 °C, forneceram aos reagentes energia cinética suficiente para exceder o
limiar energético responsavel pela formacdo do estado de transicdo, com a

consequente transformacéo dos reagentes em produto.
1.2 Influéncia do pH do meio de reacdo na sintese do *’Lu®*-DOTATATO
1.2.1 Fundamentacao tedrica

Assim como 0s parametros cinéticos tempo e temperatura, o pH tem grande

7

importancia na reacdo de complexagcdo, visto que a ionizacdo do DOTA é

dependente do pH.

Y7 u%*. Entretanto, determinadas

177Lu3+

O DOTA forma um complexo estavel com o
condicbes de pH se fazem necessarias para que 0 encontre o DOTA com
maxima disponibilidade eletrénica (DOTA™) para que se dé a formac&o do complexo.

O DOTA™ é dado pelas reacdes de ionizacdo do DOTA, como representado a seguir:
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DOTA - DOTA™ +H* Kay
DOTA® - DOTAZ+H* Ka,
DOTA? . DOTA®+H"* Ka,

DOTA® - DOTA*+H"* Ka,
Equacéo geral de ionizagdo DOTA — DOTA™ +4H "

Onde a equacdo geral de complexacdo deve ser escrita, preferencialmente da
seguinte forma: *"Lu* + DOTA™® - ['""LUDOTA™

Para que o complexo seja formado, o DOTA requer a desprotonagédo de seus
4 hidrogénios acidos (referentes a cada uma das carboxilas). Para tal, sofre
sucessivos estagios de ionizacdo (mostrados acima). Cada estagio vai representar a
perda de um H® para formacdo da base conjugada correspondente, chegando a
espécie de interesse (que efetivamente serve a complexacdo), que vamos
caracterizar aqui como DOTA™ sendo esta a espécie que apresenta maxima
disponibilidade eletronica para reacdo com *""Lu®".
O parametro que vai caracterizar cada um dos 4 estagios de ionizacdo é

denominado constante de acidez (Ka) e é representado, convencionalmente, pelo
seu logaritmo negativo (—logKa = pKa). Portanto, cada estagio de ionizagéo tera seu
pKa correspondente que tende a ser maior (ionizagdo menos favoravel) com a
perda progressiva de protons ( pKa;< pKaz< pKaz< pKay).

Para que a ionizagcdo do DOTA, que libera H*, ndo diminua o pH do meio de
reacdo, fica evidente a necessidade do uso de um tampao com pH conveniente para

a reacao de complexacao.

A partir de valores de pKa tabelados para o DOTA, é possivel relacionarmos
pH e concentracbes molares do ligante (DOTA™). Podemos entdo calcular o pH

ideal do meio de reacdo, para que haja maxima concentracdo molar de DOTA™®, a

partir da equacao genérica da ionizacdo de um acido, como mostraremos a segulir:
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HA+H,O0 - A" +H,0" 1)

onde: HA é o &cido;

A" é a base conjugada;

HsO" ion hidroxonio (a representacéo, em solucéo aquosa, do ion HY).

Correlacionando o equilibrio expresso pela ionizagdo geral de um &cido,
obteremos a equagdo que mostra a constante de equilibrio (Ka) (constante de
ionizagdo do &cido) em funcdo das concentracfes molares das espécies envolvidas,
exceptuando-se a 4gua que se encontra em excesso No meio;

[AT][H"]
[HA]

Ka= (2)

Aplicando o logaritmo negativo aos dois membros da equacdo e rearranjando 0s
termos, chegaremos a:
. [AT]
—log[H "] = —log[Ka] +log—— 3
g[H"] o[Ka] g[H Al 3)
O logaritmo negativo da concentracdo de H* (-log[H*]) é definido como pH.
Analogamente, -log[Ka] é definido como pKa. Esta conversao é feita para evitar

escrever poténcias negativas de 10 (por exemplo, para o acido acético em agua a 24 °C,

0 Kaéigual a 1,79x10°; e seu pKa correspondente é 4,76).

Assim teremos:
A
pH = pKa+Iogﬁ (4)

Conhecida como equacdo de Henderson-Hasselbach, a equacdo 4 nos
permite relacionar pH, constante de ionizacdo do acido e as concentracdes molares
de base conjugada e acido.

Sendo o DOTA um &cido que ir4 sofrer 4 ioniza¢des sucessivas, formando 4
espécies diferentes, pela analise da equacao 4, as quantidades de cada uma destas
espécies podera ser determinada para um dado pH.

Entretanto, na pratica, ndo nos interessa conhecer a proporcédo de cada uma
das 4 espécies ionizadas que estardo presentes em solu¢gdo num dado pH, mas,

diretamente a propor¢do da espécie de interesse (DOTA™), em relacdo as demais
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espécies presentes (DOTA, DOTA™, DOTA?, DOTA®, DOTA™). O parametro que
expressa esta relagdo é denominado a4. Trata-se de um numero adimensional que
correlaciona diretamente a proporcao da espécie de interesse (a4 se relaciona com a
proporcdo de DOTA™ presente na solugdo, podendo variar de 0 a 1, ou seja, de 0%
a 100%). Por exemplo s6 em pH 12 é que teremos 98% de DOTA™ (Tab. 3), em
relacdo ao total de espécies presentes. Em pH 4,0, este valor cai drasticamente para
0,00000036%.

Em busca dos valores dos 4 pKa do DOTA, sO encontramos referéncia no
“Chemical Abstracts” dos valores de pKa; (2,16) e pKas.(10,32) Entretanto, um

agente quelante de amplo uso, o acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA),

apresenta valores de pKa bem conhecidos. Tal como o DOTA, o EDTA apresenta 4
estagios de ionizagfes sucessivas, sendo respectivamente: pKa; = 2; pKa, = 2,67;
pKas = 6,16 e pKas = 10,26.

A figura 4 mostra a estrutura do EDTA e a figura 5, de um complexo metal-

EDTA. A comparacao destas, com as respectivas estruturas do DOTA (Fig. 1) e

DOTA-metal (Fig. 2) auxiliard a compreensédo das extrapolagdes que evidenciaremos

:5 0| e

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/EDTA

a sequir.

Figura 4 — Formula estrutural do EDTA. Figura 5 — Estrutura hexacoordenada

do complexo metal-EDTA.

Dado que o parametro que permite racionalizar a proporgdo da espécie de
interesse (DOTA™), num dado pH, segundo a equacgdo 4, depende exclusivamente

dos valores de pKa e, sobretudo, dado a proximidade dos valores de pKa entre o
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DOTA e o EDTA, respectivamente, pKai = 2,16 versus pKa; =2 e pKas = 10,32
versus pKags = 10,26, utilizaremos o célculo do a4 do EDTA, em funcdo do pH como
valores validos também para o DOTA.

A tabela 3 mostra a proporcdo da espécie de interesse para complexacao
(EDTA*/EDTAtotal) em fungdo do pH da solugdo. Como dissemos acima, vamos
utilizar estes valores para caracterizar também a proporcdo da espécie de interesse

DOTA™/DOTAtotal, em funcéo do pH do meio.

Tabela 3 — Valores de a4 para o EDTA em funcdo do pH (que serdo também

considerados para o DOTA).
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ad
3,7x10*
2,5x10™
3,6x10°
3,5x10™’
2,2x10°
4,8x10™
5,4x10°3
5,2x107?
3,5x10™
8,5x10"
12 9,8x10™

Fonte: Principles and practice of Analytical Chemistry (p.200) F.W. Fifield and D. Kealey. Fourth
edition 1995.
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Pela analise da tabela 3 podemos verificar que a proporgdo da espécie de
interesse (EDTA™, que extrapolaremos para DOTA™) aumenta logaritmicamente
com elevacdo do pH. Dado que se trata de uma funcdo logaritmica, podemos
verificar que um pequeno incremento do pH, quando o pH<7, causa um grande

aumento na propor¢do da espécie de interesse para a complexagdo. Analogamente
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podemos inferir que quanto mais alto o pH, maior a disponibilidade de DOTA™ para
complexacdao.
Dado que a proporcédo da espécie de interesse aumenta logaritmicamente com

0 pH, podemos relacionar a constante de formacdo do complexo (Kf) com o pH,
obtendo-se sua constante corrigida (Kf"), que equaciona, de modo preciso, a

extensdo da formagdo do complexo num dado pH. Por definicdo: Kf" =Kf.a4,

(Ohlweiler, 1974).

Da literatura, sabemos que o logaritmo negativo da constante de formagéo do
complexo [Y'LuDOTA™, dado pela equagdo quimica abaixo, € de
pKf =-logKf =254 (Pawlak et al, 2005) '’Lu* +DOTA™* - [Y'LUDOTA™
pKf =254.

Apresentaremos na tabela 4, os valores da constante de formacao corrigida do
[*""LUDOTAJ?, resultante do produto entre Kf e a4.

Tabela 4 — Constante de formac&o corrigida (Kf ") em func&o do pH.

Constante de formagéo Constante de formagéo do
pH | do [*"LuDOTA™ (Kf) ab [*"" LUuDOTA *corrigida (Kf ")
2 1x10% 3,7x10™* 3,7x10™*
3 1x10%° 2,5x10* 2,5x10"
4 1x10% 3,6x10° 3,6x10"°
5 1x10%° 3,5x10”’ 3,5x10**8
6 1x10%° 2,2x10° 2,2x10*%°
7 1x10%° 4,8x10™ 4,8x10%%
8 1x10%° 5,4x107 5,4x10%%
9 1x10% 5,2x107 5,2x10"3
10 1x10%° 3,5x10" 3,5x10**
11 1x10% 8,5x10*" 8,5x10*%
12 1x10%° 9,8x10* 9,8x10**
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Observamos pelos valores da tabela anterior que a tendéncia a formacao do

complexo aumenta com o incremento do pH. Por exemplo de pH 4 para pH 7, a

+16 +21

extensdo com que se da a formacdo do complexo aumenta de 10" para 107, isto
é, um aumento na ordem de 10™, o que significa que é 100.000 vezes mais favoravel
a formacgao do complexo em pH 7, do que em pH 4.

Se de um lado o ligante DOTA, requer a maxima extensdo de ionizagédo para
se apresentar com disponibilidade eletrénica (DOTA™) para complexacdo com o

metal, sugerindo o uso de um pH alto para uma acdo complexante maxima; de outro,
o aumento de pH da solugcdo vai acentuar a tendéncia a formacdo de hidroxido
metélico pouco soltvel, precipitando o *"’Lu®* na forma de "’Lu(OH)s;, de acordo
com a equagdo “""Lu* (ag +30H (ag - """ LU(OH),

Y7 u** na forma de "’Lu(OH); ocorre em determinadas

A precipitacdo do
condicdes de pH, desta forma € mister saber qual o pH em que se d& a precipitacado
quantitativa de ’Lu(OH); . Uma maneira de estimar o pH em que ocorre
precipitacdo do *’’Lu(OH); pode ser equacionada pelo valor do produto de

solubilidade (Kps) do hidroxido de lutécio.
O Kps é a constante de equilibrio da dissolugdo do hidroxido de lutécio.
Assim, representando a solubilizagdo do hidréxido de lutécio como:

LU(OH)4 - Lu*@p +30H @ a expressdo do Kps serda dada por:

Kps=[Lu*].[OH-]?, em que os dados entre colchetes representam concentracdes
molares.

Sendo o0 Kps,,y,, =107%°* ** (Lopez-Gonzalez et al., 2007) e tendo valores de

[*""Lu®*] que utilizamos na pratica, podemos chegar a um valor de pH critico em que
ha formacéo de *"’Lu(OH)s.

A fim de determinarmos este pH critico, vamos utilizar as condi¢fes usuais de
sintese do complexo *"’Lu**-DOTATATO, em que partimos de uma atividade de 370
MBq (10 mCi), o que corresponde a 516,6 x 10™*? mols de *"’Lu®*. Considerando que
o volume final que utilizamos como meio de reacéo é de 200 x 10° L, chegaremos a

[*""Lu®*] = 2,583 x 10°® mol/L. Substituindo estes valores na equacéo do Kps, para

obtermos o valor do pH critico, teremos:
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102 = 25830° X [OH ]
[OH "] = 338x10°mol/L

Se, analogamente ao pH, pOH =-log[OH], entdo, o pOH referente a [OH]

calculada acima serd igual a 5,47. Pelo equilibrio de autoionizacdo da &agua,

sabemos que pH + pOH =14, entdo, neste caso, 0 pH critico para precipitacdo de

7] u(OH)3 ,neste caso, sera 8,5.

77 u3* estd em mistura com o

Lembrando que na pratica o X u® Lot

177LU3+), e,

considerando que a proporcdo de *Lu**/*’Lu®** é de aproximadamente 4 (vide

refere-se a quaisquer outros is6topos de Lu*® presentes em mistura com o

Tab.7), o valor recalculado do pH critico sera de 8,0.

Este pH critico que encontramos, é coerente com dois dados da literatura que
evidenciaremos a seguir.

No primeiro caso, o grafico da figura 6 ilustra como a concentragcdo molar de
Lu** ([Lu®*']) em solugdo, diminui com o incremento de pH do meio. O gréfico
apresenta como parametros pLu que corresponde a —log [Lu**] em solucdo, em

funcéo do pH corriagido (pCh).

7
6
5 | e —
3 Lu? . M
rh m 372H09
4 -1 © 4800109
® 1.00(109%
O 340¢0%
3 - J * 508010
A 565110
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Fonte: J. Radioanal. Nucl. Chem. 274, p.105, 2007.
Figura 6 — Relacdo entre varias concentracdes molares de Lu** em solucéo,

expressa como pLu, em funcéo do pH corrigido, expresso como pCy,



No segundo caso, o grafico da figura 7 ilustra como ha decréscimo de [Lu

inicial de 2x10™ mol/L, com o incremento de pH (pCy) do meio.
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Fonte: J. Radioanal. Nucl. Chem. 274, p.107, 2007.
Figura 7 — Relacéo entre concentracdes de Lu** em solucéo, considerando-se uma

concentracao inicial de 2x10 mol/L, em funcéo do pH (pCh) do meio.

A andlise do primeiro grafico evidencia que ha uma inflexdo, mostrando a
precipitacdo de "'Lu(OH)s , que varia com as [Lu**], mas, que em todos os casos,
esta ao redor de 7<pH<8. Entretanto, este grafico ndo evidencia precisamente em
que pH critico ocorre a precipitacdo de *’Lu(OH)s, dada [Lu*'] = 3,72x107, o valor
mais proximo a [Lu**] que utilizamos usualmente para a sintese do complexo.

J& no segundo gréfico, o autor mostra em que pH ocorre precipitacdo de
Y7 u(OH)s. Pela anélise deste grafico podemos verificar que a precipitacdo ocorre
préoxima a pH 7. Entretanto, a concentracdo experimentada pelo autor, de 2x103
mol/L, é, pelo menos, 100 vezes maior em relacdo a [Lu®*‘] total que utilizamos em
nosso experimento.

A partir desta fundamentacdo teorica, torna-se evidente a importancia do
estudo de relacbes de pH adequado para a realizagdo da sintese. Dessa forma,
podemos admitir, teoricamente, que a reacdo de complexagdo poderia ser realizada

em pH > 4,5, otimizando a pureza radioquimica e sem risco de precipitacao.
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1.2.2 Métodos

Para a avaliacdo do parametro pH, foram utilizadas solu¢cbes tampéo com
indices entre de 4,5 < pH < 8,0.

As solugdes tampao utilizadas como meio de reacao foram as seguintes:
- Para pH 4,5 e 5,5, tampé&o acido acético / acetato de sédio 0,4M,;
- Para pH 6,5; 7,0; 7,5 e 8, solucbBes tampao de acido acético / acetato de amédnio
0,5M.

Na sintese do radiofarmaco, foram utilizados *"'Lu®*
distintas: ORNL/EUA na forma de *"’LuCl; em solucdo de HCI 0,1M e NRG/Holanda

na forma de *"’LuCl; em solucdo de HCI 0,05M. Os experimentos de sintese foram

de duas procedéncias

realizados em diferentes razdes molares (*'’Lu®*": DOTATATO).

A execucdo do procedimento de sintese do radiofarmaco foi realizada em
glove box apropriada a manipulacdo de elementos radioativos.

Em eppendorf com capacidade de 1,5 mL foi adicionado 200 pL de tampéo, a
massa de peptideo e a atividade desejadas, de acordo com a razdo molar
estabelecida.

Em seguida foram aquecidos a temperatura constante de 95 °C e mantidos
sob agitacédo de 350 rpm por 30 minutos.

Ao final da sintese, o pH do meio de reacdo foi avaliado através de papel
indicador universal, confirmando que ndo houve alteracdo de pH durante a reagéo de

complexagdo em nenhum dos casos.
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1.2.3 Resultados & Discusséao

Tabela 5 — Valores de pureza radioquimica (%) do *"’Lu®**-DOTATATO em funcéo do
pH, utilizando *’Lu** de duas procedéncias distintas: ORNL/EUA e NRG/Holanda,
em diferentes razdes molares (*’’Lu®*": DOTATATO).

Pureza Radioquimica (%) (*)

pH Raz&o Molar 1:7 Raz&o Molar 1:10 Raz&o Molar 1:16
(ORNL/EUA) (ORNL/EUA) (NRG/Holanda)
4,5 1,8+0,5 2+1 39+6
5,5 57+5 97 +2 66 +9
6,5 91,1+0,1 97,6 £0,5 752
7,0 88+9 95,4+0,5 76+ 3
7,5 93+4 96 + 3 74+6
8,0 - 91+3 76+ 6

(*) Resultados provenientes de dois procedimentos de sintese distintos. A determinagdo da pureza

radioquimica por cromatografia em camada delgada foi realizada em duplicata em cada procedimento.

Sendo assim o espago amostral para o célculo da média e do desvio padrado foi n=4.
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Figura 8 — Valores de pureza radioquimica (%) do *"’Lu*-DOTATATO em 4,5<pH<7,5,
utilizando *"’Lu** da ONRL/EUA, a razdo molarde 1: 7 (*"'Lu®": DOTATATO).
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Figura 9 — Valores de pureza radioquimica (%) do *"’Lu*-DOTATATO em 4,5<pH<8,0,
utilizando *”’Lu®* da ONRL/EUA, & razdo molar de 1 : 10 (*"’Lu®*": DOTATATO).
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Figura 10 — Valores de pureza radioquimica (%) do *"’Lu**-DOTATATO em 4,5<pH<8,0,
utilizando *"’Lu*" da NRG/Holanda, & razdo molar de 1 : 16 (*"’Lu® : DOTATATO).

Pureza Radioquimica (%)

Razdo Molar

Figura 11 — Comparacdo dos valores de pureza radioquimica (%) do *"’Lu**-
DOTATATO em funcéo do pH e das razdes molares 1:7, 1:10 (*'’Lu®** ORNL/EUA) e
1:16 (*"Lu®*" NRG/Holanda).
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Como pode ser observado nos experimentos representados nas figuras 9 e 10
houve um incremento muito significativo dos valores de pureza radioquimica, quando
passamos de pH 4,5 para pH 5,5. No experimento representado na figura 8,
realizado a razdo molar de 1:7, observamos um incremento tanto na passagem do
pH 4,5 para 5,5, quanto de 5,5 para 6,5.

Este incremento na pureza radioquimica com um pequeno aumento de pH

(4,5 para 5,5) concorda com os valores teéricos da constante de formacéo corrigida

(Kf ") do complexo [*"'LUDOTA™. Como podemos verificar pela tabela 4, ha dois

saltos significativos da Kf ", de pH 4 para pH 5 de 97 vezes e de pH 5 para pH 6 de

63 vezes. Este incremento diminui de pH 6 para pH 7, sendo de apenas 22 vezes.
Assim, € coerente que, experimentalmente, observemos incrementos significativos
na pureza radioquimica com variacdes de pH entre 4,5 e 5,5.

No caso da figura 8, cujo experimento foi realizado a razdo molar de 1.7, o
incremento de pureza radioquimica na passagem do pH 4,5 para 5,5, e de 5,5 para
6,5, é possivelmente consequéncia da razdo molar limite utilizada. Como veremos
adiante, a razdo molar de 1:7 (*'’Lu®*" : DOTATATO), corresponde, na realidade a
uma proporcéo de 1:1.

Consequentemente, no caso da figura 9, cujo experimento foi realizado a
razdo molar de 1:10, hd um excesso de DOTATATO néo-reagente, que acaba por
deslocar o equilibrio no sentido da formacdo do complexo. Neste caso, dado o
deslocamento do equilibrio por excesso de DOTATATO, o salto da pureza
radioquimica fica condicionado a alteracdo de pH de 4,5 para 5,5. Isso faz com que
seja importante fixar determinados valores de razdo molar para evidenciar o efeito do
pH no incremento da pureza radioquimica. E possivel que, trabalhando com altas
razOes molares (que ndo se justificam pela questdo do custo das matérias-primas),
gracas ao efeito de deslocamento do equilibrio, ndo se observem os efeitos
produzidos pela elevacéo do pH.

Como pode ser verificado pelas figuras 8, 9, 10 e 11, tanto h& incremento
significativo da pureza radioquimica em pH 5,5 e 6,5, quanto, dentro das incertezas
experimentais, ndo se pode verificar decréscimo de pureza radioquimica em pH 7,0,

7,5 e 8,0. Este importante resultado contradiz a literatura. Breeman et al.,(2003),
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propbe que o pH o6timo de reacdo seja entre 4 e 4,5 ou ainda entre 4 e 6
(Sosabowski & Mather, 2006).

As figuras 8, 9, 10 e 11 sugerem também que provavelmente ndo ha
precipitacdo de Lu(OH)s;, mesmo em pH 8, dentro das condi¢des utilizadas.

Pelo valor do Kps do Lu(OH)s;, como ja haviamos previsto teoricamente,

haveria precipitagdo do Lu(OH); apenas em pH acima de 8,0. Os dados
experimentais ratificam essa premissa teorica.

A descoberta da possibilidade de sintese do complexo *"’Lu**-DOTATATO
com alta pureza radioquimica em pH > 4,5 é importante por trés razfes diferentes.
Em primeiro lugar, pela possibilidade de realizar a reagdo em pH préximo ao
fisiologico (pH 7,0). Em segundo, porque a conducéo da reagdo em pH 7 reduz a

razdo molar (*"Lu*

: DOTATATO), o que implicaria em reducdo do custo pela
otimizagc&o da producédo. Cabe ressaltar que os experimentos iniciais eram realizados
na razdo molar de 1:70! Em terceiro lugar, caso haja desconfianca de impedimento
estérico da reacdo de complexacdo, em virtude da conformacdo do peptideo
acoplado ao DOTA, ha possibilidade de se fazer estudos prévios para se verificar
qual o pH o6timo para a complexacao. Sabe-se que a variagcdo de pH pode modificar
profundamente a conformacdo de um peptideo. Portanto, para a realizacdo da
reacdo de complexacdo com outros peptideos acoplados ao DOTA, com o 7'Lu®*,
deve-se estudar preliminarmente, dentro da faixa de pH entre 4,5 e 8,0, qual € o pH
que corresponde as melhores purezas radioquimicas.

No caso em questdo, € possivel dizer que ndo se observa impedimento
estérico com o peptideo octreotato. Caso houvesse efeito de impedimento estérico, a
pureza radioquimica so se elevaria no valor de pH que, alterando a conformacao do
peptideo, desimpediria a ligacdo do DOTA ao radioisétopo. Como neste caso, a
elevacdo da pureza radioquimica acompanha o aumento da disponibilidade
eletrénica do DOTA que decorre do aumento de pH, fica descartada a possibilidade
de impedimento estérico do sitio de complexagcdo. Entretanto, este efeito deve ser

considerado com outros peptideos acoplados ao DOTA.
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1.3 Influéncia da razdo molar Lu®": DOTATATO na sintese do
Y7 Lu**-DOTATATO em pH 7,0

1.3.1 Fundamentacdo tedrica: Equacionamento das varidveis que
influenciam a Raz&o Molar ( "’Lu®: DOTATATO)

Observando a relacdo das ligacGes covalentes coordenadas entre o agente

quelante DOTA e o *"Lu®*

, pode-se supor que a estequiometria da reacao de
complexagcdo obedece a razdo molar de 1:1. Esta suposicéo é valida para agentes
complexantes como o EDTA, que, em condi¢cdes adequadas de pH, obedece a uma
estequiometria de 1:1.

No caso em questdo, a estequiometria da reacdo de complexacdo entre o
Y u* e o DOTATATO, em condicdes 6timas de pH, é de no minimo, 1:7
(considerando o *""Lu*" de procedéncia da ORNL/EUA). Se ndo conseguimos atingir,
a partir de uma adequacdo dos valores de pH, uma estequiometria de 1:1, temos

177Lu3+ eo

agora que tentar explicar porque experimentalmente a razdo molar entre
DOTATATO éde 1:7 .

Isso faz com que seja necessario pesquisar possiveis interferentes que
expliquem a necessidade de um excesso de DOTATATO, para que se dé a sintese
do radiofarmaco com alta pureza radioquimica, considerando condi¢cbes 6timas de
pH (pH 7,0). O equacionamento dessa interferéncia na sintese do radiofarmaco, sera
mostrado a seguir.

Os calculos dos dados que evidenciam a razdo molar dos reagentes na

obtencé&o do radiofarmaco serdo mostrados passo a passo.

Passo 1 — Calculo do nimero de mols de *"’Lu®* presentes na atividade de 370 MBq
(10 mCi) (37x10°dps).

Sabendo-se que 1Ci = 37x10" desintegracdes por segundo (dps) e que 1Bg=1dps,
entdo: 10mCi= 37x10°dps= 37x10°Bq.
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Dada a equacao da desintegracao radioativa:
A=/]N 5)
Onde: A — atividade em desintegracdes por segundo (dps)

A — constante de desintegragéo (0,693/t,,,)

N — ndmero de atomos
t12 — meia vida fisica em segundos (s)

177Lu3+

Assim, para sabermos quantos atomos de existem nessa dada atividade:

A _37x0°

== N= — = N = 311x10* atomos de *""Lu**
A 119x10

N

Sabendo-se que 6,02x10%* &tomos correspondem a 1 mol, por meio de uma regra de
trés simples podemos calcular quantos mols estédo presentes nessa atividade:

602x10° ~ 1mol _ 311x0*x1

X = == x=5166x10"°mol de *""Lu**
311x10* « xmol 602x10°

Portanto, ha 516,6 pmol de*”’Lu®*" em uma amostra com atividade de 370 MBq (10
mCi).

Passo 2 — Célculo da massa do DOTATATO a razdo molar de 1:1, considerando
atividade de 370 MBq (10 mCi) de *""Lu®*.

Como em 370 MBq (10 mCi) temos 516,6 pmol e, sendo a razdo molar aqui desejada
de 1:1, obrigatoriamente teremos que partir de 516,6 pmol de peptideo. Assim 516,6
pmol de *""Lu*" reagem com 516,6 pmol de DOTATATO.
Sabendo-se que em 1 mol ha a massa molar do peptideo, entéo:

1mol -~ 14356 g

1 X =5166x10"°x14356= X =7,416x10"g
5166x10"mols - X

Convertendo grama (g) em micrograma (ug), chegaremos a:
1g - x10°
g = X =7416x10"x1xX10° = X =0749
7,416x10'g - X

Portanto, para obtengéo do radiofarmaco com razdo molar de 1:1, considerando que
a atividade utilizada sera de 370 MBq (10 mCi), a massa de DOTATATO a ser

utilizada sera de 0,74 pg. Entretanto, como veremos na tabela 6, a razdo molar deve
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ser bem maior do que 1:1 para que ocorra obtencdo do radiofarmaco com alta

pureza radioquimica.

Passo 3 — Formulacdo de uma equacdo para obtencdo da massa de peptideo

7 u** e a razdo molar de interesse pelo pesquisador

considerando a atividade do
A realizacdo dos célculos acima descritos permite racionalizar uma equacgao para o

calculo direto da massa de peptideo em microgramas, considerando como variaveis,

a atividade de '"’Lu®* utilizada e a razdo molar escolhida pelo pesquisador.
m=0,074x RM x A (6)
Onde: m — massa do DOTATATO em pg.

RM — raz&o molar que se deseja utilizar no experimento, expressa por
guantas vezes o numero de mols do DOTATATO € maior que 0 niumero de

177Lu3+

mols do . Por exemplo, caso se deseje uma razdo molar de 1:5, RM=5.

A — atividade do *"’Lu** expressa em mCi.

Uma equacdo geral que permite calcular diretamente a massa de peptideo em
microgramas, caso se utilize outros peptideos acoplados ao DOTA, diferentes do
octreotato, pode ser dada por:

m=5165x10°x MM x RM x A @)

Onde: m — massa do peptideo em pug.
MM — massa molar do DOTA-peptideo em gramas.
RM — raz&o molar que se deseja utilizar no experimento, expressa por
guantas vezes o numero de mols do DOTATATO €& maior que 0 numero de

177Lu3+

mols do . Por exemplo, caso se deseje uma razdo molar de 1:5, RM=5.

A — atividade do *"’Lu** expressa em mCi.

Equacionada a problematica da determinacdo dos numeros de mols entre o
7 u** e 0 DOTATATO, apresentaremos abaixo como conduzimos 0s experimentos
em situacdo-limite de razdo molar com o objetivo de evidenciar valores adequados a

obtencé&o do radiofarmaco com alta pureza radioquimica.
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1.3.2 Métodos

Para a avaliagdo do parametro razdo molar '"’Lu®*: DOTATATO, os
experimentos foram conduzidos variando-se a razdo molar e mantendo o pH fixo em
7,0.

Na sintese do radiofarmaco, utilizou-se *"’"Lu**
ORNL/EUA na forma de *"’LuCl; em solugéo de HCI 0,1M e NRG/Holanda na forma
de "’LuCl; em solucdo de HCI 0,05M.

A execucdo do procedimento de sintese do radiofarmaco foi realizada em

de duas procedéncias distintas:

glove box apropriada a manipulacdo de elementos radioativos.

Em eppendorf com capacidade de 1,5 mL foi adicionado 200 pL de tampéo, a
massa de peptideo e a atividade desejadas, de acordo com a razdo molar
estabelecida.

Em seguida foram aquecidos a temperatura constante de 95 °C e mantidos
sob agitacéo de 350 rpm por 30 minutos.

Os experimentos foram conduzidos de modo a se obter uma razdo molar-

Y7 u® :mol de

limite, definida como a minima razdo experimentada (mol
DOTATATO) que concorre com pureza radioquimica elevada >95%.
Foram realizados também, experimentos de sintese do radiofarmaco

decorridas 1,64Ty,, 2,68T1, € 4,03T1» do Y'"Lu™ ORNL/EUA .
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1.3.3 Resultados & Discusséao

Tabela 6 — Valores de pureza radioquimica (%) do *"’Lu®**-DOTATATO em funcéo de
diferentes razdes molares, utilizando *”’Lu** de procedéncias distintas: NRG/Holanda

e ORNL/EUA. Reacdes de complexacao realizadas em pH 7,0.

Pureza Radioquimica (%) (*)
Razao Molar
177Lu3+ 177Lu3+
Lu:DOTATATO
ONRL/EUA NRG/Holanda

1:4 52+15 -
1:7 88,0+9,0 -
1:8 - 18,0+6,0
1:10 99,4+0,1 25,3+0,5
1:14 - 59,7+0,2
1:15 - 88,5+2,0
1:16 99,5+0,2 96,0 £ 3,0
1:17 - 95,6 +1,0
1:18 - 98,2+0,2
1:20 99,6 £ 0,1 -

(*) Resultados provenientes de dois procedimentos de sintese distintos. A determinagdo da pureza
radioquimica por cromatografia em camada delgada foi realizada em duplicata em cada procedimento.

Sendo assim o espago amostral para o célculo da média e do desvio padrao foi n=4.

Com base nos dados da tabela 6 € preciso salientar que s6 razdes molares de
1:7 no caso do *’Lu®* da ORNL/EUA e de 1:16 para o *"’Lu®*" da NRG/Holanda,
concorrem com alta pureza radioquimica, considerando o0s respectivos desvios
padrées . Mesmo tendo em conta a razdo molar de 1:7 uma pureza radioquimica de
88%, abaixo do limite aceitavel para uso do radiofarmaco, (>95%), na razao molar
1:10 j& se obtém elevada pureza radioquimica com o "Lu** da ORNL/EUA.

177Lu3+

Comparado com o da NRG/Holanda esta mesma raz&o molar de 1:10 alcanga

pureza radioquimica de apenas 25,3 + 0,5.
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Analisando os dados da tabela 6, observamos que a reacdo de complexacgao

como YLu®t

que com o Y’Lu®* da NRG/Holanda. As figuras 12 e 13 ilustram essa disparidade.

120

100 A

80 A

60 -

40 A

Pureza Radioquimica (%)

20 A

—@— Lu-NRG
—O— Lu-ORNL

1.7 1:10 1:15 1:16

Razao Molar

1:17

da ORNL/EUA ocorre a uma razdo molar significativamente menor do

Figura 12 — Pureza radioquimica (%) do *"’Lu®**-DOTATATO versus razdo molar,

utilizando ’Lu** de duas procedéncias distintas: NRG/Holanda e ORNL/EUA.

Reacdes de complexacao realizadas em pH 7,0.
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100

Pureza Radioquimica (%)

1:18

1:16
1:17

<
-
—
Razao Molar

1:8

Lu-ORNL
1:7

Lu-NRG

Figura 13 — Pureza radioquimica (%) do *"’Lu®**-DOTATATO versus razdo molar,
utilizando "’Lu** de duas procedéncias distintas: NRG/Holanda e ORNL/EUA.
Reacdes de complexacao realizadas em pH 7,0.

De acordo com estes resultados, podemos dizer que o *"’Lu** de procedéncia
da ORNL/EUA pode ser usado em menor propor¢cdo para a obtencdo do
radiofarmaco. Esta conclusdo esta embasada no fato de que ha purezas
radioquimicas equivalentes, considerando os desvios experimentais, a razado molar
de 1:7 (ORNL/EUA) versus 1:15 (NRG/Holanda), e, também, de 1:10 (ORNL/EUA )
versus 1:16 (NRG/Holanda).

A diferenca entre os is6topos radioativos provenientes desses dois fabricantes
fica mais acentuada se considerarmos que a reacdo de complexacao foi realizada 11
dias ap6s a producéo do *"’Lu®*" de procedéncia da ORNL/EUA, e ap6s 5 dias para o
Y7 u** de procedéncia da NRG/Holanda. Se a obtencdo do "’Lu**-DOTATATO

tivesse sido conduzida, decorrido 0 mesmo intervalo de tempo, se observariam altas
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purezas radioquimicas em razdo molar abaixo de 1:10 em relacdo ao *'Lu** de
procedéncia da ORNL/EUA.

Apesar de termos obtido resultados de pureza radioquimica mais elevada,

177Lu3+

com menor razao molar com o de procedéncia da ORNL/EUA, a razdo molar-

limite encontrada foi, como visto acima, de 1.:7. Como a previsdo estequiométrica
para esta reacdo é de 1:1, resta ainda explicar (descobrir) porque a razdo molar
limite obtida experimentalmente é 7 vezes maior.

A primeira hipotese a ser levada em consideracdo é a da existéncia de outros
is6topos de Lu** que se encontram no meio de reacéo e que competem pelo mesmo

sitio de ligacdo do agente quelante. Por ser produzido a partir de oxido de lutécio

176Lu3+

(Lu2O3) enriquecido com , 0 produto da irradiacdo contém, além de *'Lu** e

l77mLu3+ 176Lu3+

ndo convertido em *“Lu®" durante o processo de producdo. O

decaimento por emissao de particula 3° e radiacao y, resulta como produto estavel o
elemento *"’Hf*" (hafnio).

A partir do certificado de Analise emitido pelo fabricante, obtivemos uma

177Lu3+ 17XLu3+

relacdo entre o e 0s demais isOtopos, que caracterizamos como

177Lu3+

O raciocinio para a obtencdo da relacdo entre o e os demais isotopos

serdo mostrados, a seguir, passo a passo:

Passo 1 — Célculo da relacdo entre *"Lu®* : '™ Lu®* — ORNL/EUA, na data de

XLu*® refere-se a quaisquer outros is6topos de Lu*® presentes em

3,

producédo (

mistura com o Y"Lu

A partir dos dados do certificado de andlise do fabricante: Atividade especifica = 53

Ci/mg (na data de producéo)

Sabendo-se que 1Ci =37 GBq:

1Ci « 37GBq

: X =53x37= X =1961GBq
53Ci » X

0 que equivale a 1961x10° dps
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177Lu3+

Assim, para sabermos quantos atomos de existem nessa dada atividade:

]
N2 ALy 2 196110

; = T1ox10° = N = 165x10'® atomos de *"’Lu** no dia da producéo
X

177Lu3+

Sabendo-se que 6,02x10%® 4tomos contém a massa de 177 g, por meio de

177Lu3+

uma regra de trés simples podemos calcular qual € a massa de que

corresponde a este nimero de atomos:

602x10”° ~ 1779 X = 165x10°x177

. —— = x= 485x10*g de *"Lu**
165x10" - X g 602x10

Convertendo grama (g) em micrograma (ug), chegaremos a:

1g o 1x10° g

X = 485x107*x1x10° = X =485ug de *""Lu®*
485x107%g o X

Dado que temos uma atividade especifica de 1961GBg/mg (53 Ci/mg) e, que desta

177Lu3+ 17XLu3+

massa, 485 g correspondem ao , logo 515 pg sédo de . De acordo com

estes dados, portanto, encontramos aqui uma relacdo de *""Lu*®: **Lu*® de 1:1,06,

ou aproximadamente 1:1,1.

Passo 2 — Calculo da relagcdo molar entre *’Lu®*": DOTATATO para obtencdo do

radiofarmaco na data de producéo do *""Lu*".

Supondo que féssemos realizar a sintese do radiofarmaco com este radiois6topo no

dia de sua producdo, quando temos uma relacdo de 1 *’Lu* 1,1 **Lu*®, a razao

molar de *"’Lu®" em relacédo a de DOTATATO a ser usada nesta sintese, seria de 1

(*""Lu*®) : 2,1 (DOTATATO).

177Lu3+ : 17XLU3+

Passo 3 — Calculo da relagdo entre na data de utilizacdo do

radioisétopo (11 dias ap0os sua producao).

Como recebemos o radioisétopo somente 11 dias apos a data de sua producao,

177Lu3+ : l7XLu3+

teremos que recalcular a relacéao entre mostrada no Passo 1.
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Dada a equacao do decaimento:
N =Nyxe™ (8)
Onde:
N — nimero de atomos
No — numero de atomos inicial
A — constante de desintegragdo (0,6931t,,,)

t — tempo.

177Lu3+

Para sabermos qual a proporgao de teremos ap6s 11 dias:

0,693

N=lxe ® = N=032
Assim, passados 11 dias podemos formular uma nova proporcédo de 0,32 *"Lu** :

1,1 YLu® ou 1 Y7Lut ;3,44 YALU

Passo 4 — Calculo da relagcdo molar entre *’Lu®*": DOTATATO para obtencdo do

Y7 u3* (11 dias apés sua producdo).

radiofarmaco na data de utilizacao do
Se féssemos realizar a sintese do radiofarmaco com este radioisétopo 11 dias apos
sua producdo, quando temos uma relacdo de 1 Y’Lu*®: 3,44 Y Lu*®, a razéo molar
de Y"Lu*" em relacdo a de DOTATATO a ser usada nesta sintese, seria de 1
(*""Lu*®) : 4,44 (DOTATATO).

Mesmo considerando o decaimento do ""Lu®*

, quando a razdo molar para a
sintese do radiofarmaco é de 1 : 4,44, a razdo molar-limite encontrada
experimentalmente € de 1 : 7. A razdo molar obtida teoricamente € menor que a
razdo molar obtida experimentalmente. Aqui ainda persiste uma diferenca de 1,6
vezes entre a razdo molar tedrica e a experimental.

Diante destes dados, a segunda hipotese a ser levada em consideracdo € que
existem outros interferentes no processo de sintese do radiofarmaco. Resta entdo

considerar o produto de decaimento do *"’Lu*®

como possivel competidor na reacéo
de complexagdao.
Sabendo-se que o produto estavel do decaimento do "’Lu®** é o '"'Hf*

(héfnio), vamos calcular quanto forma deste elemento.
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177Hf4+

Passo 5 — Célculo do nimero de atomos de formados 11 dias apds a

producéo do Y'Lu**.

177Lu3+

Como ja calculado no Passo 1, temos o numero de atomos de , No dia da

producéo, igual a 1,65x10*®, substituindo esse valor na equacéo do decaimento:
_0693 .

N = 165x10%xe & = N =529x10" &tomos de ’Lu®* (11 dias ap6s)

Para sabermos quanto de *""Hf**

177Lu 3+

formou nesse periodo, admitindo que os atomos de

decaem a Y""Hf*":

165x10'® — 529x10" = 112x10'® atomos de ’"Hf*" formados.

177Lu3+ 177Hf4+

Passo 6 — Caélculo da relacdo entre na data de utilizacdo do

radioisotopo (11 dias apos sua producao).

3+. 177Hf4+

Aqui a proporcao entre atomos de *’’Lu sera de:

529x10'": 112x10", portanto de 1 : 2,12,

Passo 7 — Calculo da relacdo molar entre ’Lu®*": DOTATATO para obtencédo do

radiofarmaco, 11 dias ap6s a producdo de *"’Lu®*

177Hf4+.

, considerando a complexacdo com

177Hf4+

Se considerarmos que o compete pelo sitio de ligacdo no DOTATATO com a

mesma afinidade que os isétopos do *""Lu**

, teremos que admitir uma nova razéo
molar para a sintese do radiofarmaco. Esta nova razdo molar *’’Lu*® : DOTATATO
sera dada por: 4,44 (encontrada no Passo 4) + 2,12 (encontrada no Passo 6) = 6,56.
Isso significa que na sintese do radiofarmaco, para cada mol de *"’Lu*® serdo
necessarios 6,56 mols de DOTATATO (4,44 mols para reagir com **Lu*® + *"Lu*e
2,12 mols para reagir com o "Hf**
considerando complexacéo com o Y’Hf*" é de 1 *"'Lu*": 6,56 de DOTATATO.

Aqui, a razdo molar obtida teoricamente (1: 6,56) é coincidente com a razao molar-

presente). Portanto a razdo molar final,

limite obtida experimentalmente (1: 7).

Y7 u¥*  de procedéncias distintas, ’'Lu®** ORNL/EUA e
177Lu3+

Como utilizamos

17 u** NRG/Holanda, realizamos os célculos mostrados acima também para o
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NRG/Holanda, que tinha atividade especifica de 852,4 GBg/mg na data de producdao.
Por se tratar de calculos semelhantes, ndo mostraremos novamente 0 passo a passo

dos céalculos. Os resultados sdao mostrados na tabela 7.

Tabela 7 — Resultados comparativos dos passos acima descritos em relagdo ao
7L u* ORNL/EUA e o "Lu**NRG/Holanda.

Passos YLu** ORNL/EUA  Lu®*NRG/Holanda
Datada | (1) *"Lu® : Y Lu® 1:1,1 1:3,77
producdo | (2) “'Lu® : DOTATATO 1:2,1 1:4,77
@) Y e 1:3,44 () 1:6,33 (*)
Datado | (4) *"Lu* : DOTATATO 1:4,44 (% 1:7,33(*)
uso (6) YLu : YTHe 1:2,12 (% 1:0,67 (**)
(7) Y"Lu*" : DOTATATO final 1:6,56 (%) 1:8(*)

*) — 11 dias ap6s a producdo do ' 'Lu®"
* p produg

**) _ 05 dias apés a producdo do " Lu*
** p produg

O primeiro resultado da tabela 7 referente ao Passo 1 chama a atencéo que a

proporcdo 'Lu®" : Y*Lu** do ’Lu** ORNL/EUA é 3,4 vezes menor que a do

177Lu3+ 177Lu3+ :

NRG/Holanda. Esta diferenca € refletida na razdo molar final
DOTATATO (Passo 7) no momento da sintese do radiofarmaco.

No entanto, se considerarmos o0 mesmo tempo decorrido (5 dias ap0s a data
de producdo), podemos calcular uma razédo molar final *’’Lu®* : DOTATATO de 1:3,5
para o *""Lu®* de procedéncia do ORNL/EUA.

Pela razdo molar calculada, pode-se notar a real diferenca entre as
proporcdes molares “Lu** : DOTATATO de 1:35 (ORNL/EUA) e de 1:8
(NRG/Holanda), que na tabela acima fica enviesada pela diferenca de dias.

Revendo os resultados da tabela 6, devemos agora comparar a razdo molar
calculada versus a razdo molar-limite encontrada experimentalmente (Tab. 6),
considerando-se como parametro, valores de pureza radioquimica acima de 95%.
Observamos que os dados s&@o coincidentes para o "’Lu®** ORNL/EUA (1:6,7
calculado; 1:7 experimental), mas ndo para o "’Lu** NRG/Holanda (1:8 calculado;

1:16 experimental). Para este, uma razdo molar de 1:8 (ja considerando a influéncia
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do '""Hf*") deveria resultar em obtencdo do radiofarmaco com alta pureza
radioquimica, porém isso sO € observado quando a razdo molar é de 1:16, o dobro
da razdo molar calculada.

Baseado nestes resultados podemos supor que o *’Lu®** NRG/Holanda pode
apresentar outros interferentes.

Para validar a coincidéncia da razdo molar calculada versus a razdo molar-
limite encontrada experimentalmente e, ao mesmo tempo, ratificar a hipétese de que

o produto de decaimento do *"’Lu*®

interfere na reacdo de complexacdo, conduzimos
outros experimentos com o mesmo *’Lu*® da ORNL/EUA, seguindo os passos
descritos acima e usando as mesmas condi¢cfes para a realizacdo da sintese do
radiofarmaco.

Assim, realizamos experimentos de sintese do radiofarmaco 11, 18 e 27 dias
apos a producdo do *"Lu*?
1,64 ty/5, 2,68 t12 € 4,03 ty),.

Antes de mostrar os dados experimentais, mostraremos na tabela 8, abaixo,

, 0 que equivale dizer que se passaram, respectivamente

os resultados calculados da razdo molar *'’Lu®*: DOTATATO, considerando ou n&o a

interferéncia do 1""Hf*".

Tabela 8 — Valores calculados de razdo molar *”’Lu**: DOTATATO ap6s 11, 18 e 27

dias da producdo do '"’Lu®** (ORNL/EUA), considerando e ndo considerando a

influéncia do *""Hf**.
. . . Razao molar calculada
Dias ap0s a producéo do
1770 . +3 Sem considerar o Considerando o

Lu
177Hf4+ 177Hf4+

11 1: 4,4 1:6,7

18 1:8,1 1: 13,5

27 1: 19 1: 34,3

Pela anélise da tabela 8 fica evidente que, quando consideramos *""Hf** como

177Lu+3

potencial competidor com o , & razdo molar para a sintese do radiofarmaco

com alta pureza radioquimica tera que ser maior.
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Podemos relacionar a proporcdo molar teérica *’’Lu®": DOTATATO da tabela

8, com os resultados experimentais apresentados na tabela 9 e ilustrados na figura

14 a seguir.

Tabela 9 — Valores experimentais de pureza radioquimica (%) em funcdo da razéo
molar Y’Lu**: DOTATATO apés 11, 18 e 27 dias da producdo do *""Lu®
(ORNL/EUA). Reagbes de complexacdao realizadas em pH 7,0.

Pureza Radioquimica (%) (*)

Raz&ao Molar
11 dias 18 dias 27 dias

1:4 52+15

1:7 88,0+9,0

1:8 38,1+£0,9

1:10 99,4+0,1

1:11 59,3+0,1

1:14 98,2+0,7

1:16 99,5+0,2

1:19 144+2.2
1:20 99,6 + 0,1

1:34 69,0+2,1

(*) Resultados provenientes de dois procedimentos de sintese distintos. A determinagdo da pureza

radioquimica por cromatografia em camada delgada foi realizada em duplicata em cada procedimento.

Sendo assim o espaco amostral para o célculo da média e do desvio padréo foi n=4.
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Figura 14 — Valores experimentais de pureza radioquimica (%) em funcao da razao
molar Y’Lu**: DOTATATO ap6s 11, 18 e 27 dias da producdo do *""Lu®*
(ORNL/EUA).

Da observacao das tabelas 8 e 9 vemos claramente como séo coincidentes o
valor da razéo molar *"’Lu®" : DOTATATO calculado considerando a interferéncia do
YTHf* em relacdo ao da razdo molar experimental que produz alta pureza
radioquimica do radiofarmaco. Esta coincidéncia entre o calculado e o experimental
ratifica a coeréncia do raciocinio utilizado para equacionar os calculos apresentados
acima.

No experimento realizado ap6s 11 dias da producdo do *"’Lu**, a razdo molar
calculada, 1:6,7, coincide com a razao molar experimental de 1:7. Esta evidéncia se
repete para os resultados do experimento realizado apés 18 dias, e, 1:13,5 (valor da
razdo molar tedrica) também coincide com 1:14 (valor experimental). Ambos os
resultados, tendo por parametro experimental a pureza radioquimica do radiofarmaco
>95%, ratificam a hipétese da interferéncia do *""Hf*".
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177Lu3+

No experimento conduzido apdés 27 dias da producéo do , a razdo molar

experimental de 1:34 apresentou pureza radioquimica de aproximadamente 70%.
Sendo a raz&do molar calculada igual a 1:34,3, podemos perceber que utilizamos, no

experimento, uma razdo molar-limite. Apesar de obtermos uma pureza radioquimica

menor que a esperada (>95%), este resultado ratifica a mesma hipétese: o *""Hf**

interfere na complexacéo do *"’Lu**: DOTATATO.

A figura 14 ilustra a conclusdo a que chegamos: € preciso aumentar a

177Lu3+

proporcdo de DOTATATO utilizado em relagéo ao para obtencdo de pureza

radioquimica > 95%, devido ao decaimento do *’Lu®**. Mas este incremento na

proporcdo de DOTATATO utilizado, ndo € apenas em funcdo do aumento relativo da

17XLu3+ 177Hf4+

guantidade de
177Lu3+

, mas também, da formacdo de gue compete com o

pelo DOTATATO. Neste sentido, os resultados apresentados na figura 14

comparados com os resultados calculados de razdo molar, evidencia o acerto do

equacionamento destes célculos e da hipétese da interferéncia do *""Hf*".

Os resultados encontrados com a realizagdo de experimentos conduzidos em

177Lu3+

dias decorridos ap6s a producdo do mostram que a pureza radioquimica do

radiofarmaco € funcdo de dois efeitos simultdneos e sinérgicos: com o decaimento

l7XLu3+ 177Hf4+

do Y"Lu*, aumenta-se relativamente a proporcdo de e gera-se que
competem pelo mesmo sitio de ligacdo no DOTATATO.
Pelos dados aqui obtidos que evidenciam a competicdo do *"’Hf*" como o

171 u®* vamos de encontro aos estudos de Breeman et al., (2003) que afirmam que o

177Hf4+ 177Lu3+

, ha sintese do radiofarmaco.
177Hf4+

nao compete com o

177Lu3+

Esta hipotese de que o compete com o e 0 ganho de pureza

radioquimica consequiente & conducdo das reacdes de complexacdo do ""Lu'-
DOTATATO em pH > 4,5 sdo dados inéditos na literatura. Além disso, os calculos
desenvolvidos nesta sec¢do inauguram uma sistematica para conducdo e avaliacao
de pesquisas em sintese de radiofarmacos que tem o DOTA como agente de

complexacdao.
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1.4 Conclusdes

De acordo com os dados apresentados e discutidos neste capitulo podemos

concluir que:

Em relac&o aos parametros cinéticos

1.

As temperaturas de 80 e de 95 °C, produzem, indistintamente, o radiofarmaco
com alta pureza radioquimica. Esta mesma observacdo vale em relagdo aos
tempos de 10, 20 e 30 minutos.

Padronizou-se utilizar temperatura de 95 °C por 30 minutos.

Em relacéo ao pH :

1.

E possivel realizar a sintese do complexo *"’Lu**-DOTATATO com alta pureza
radioquimica em pH > 4,5, sendo o pH 7,0 o mais apropriado, tanto pela
possibilidade de realizar a reacdo em pH préximo ao fisioldgico (pH 7,0),
quanto pela conducdo da reacdo em pH 7 reduzir a razdo molar Y’Lu®" :
DOTATATO. Esta reducao da razao molar, implica em reducéo direta do custo
de producéo.

Na faixa 4,5<pH<8,0 ndo ha precipitacéo de *"’Lu(OH)s.

Y7 u**, com outros

Para a realizacdo da reacdo de complexacdo do
peptideos acoplados ao DOTA, deve-se estudar preliminarmente, dentro da
faixa de pH entre 45 e 8,0, qual € o pH que corresponde a pureza
radioquimica >95%. E possivel que para alguns peptideos ocorra impedimento
estérico do sitio de complexacdo, o que pode ser contornado pela elei¢do

prévia de um pH adequado.

Em relacéo a razdo molar:

1.

A raz&o molar-limite obtida para a sintese do *"’Lu®**-DOTATATO, com pureza

radioquimica >95%, foi de 1:3,5 para o *’’Lu** ORNL/EUA e de 1:16 para o

177Lu3+ 177Lu3+

NRG/Holanda, considerando que utilizamos o 5 dias apés a

data de sua producéo.
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2. Por motivo de segurancga, é prudente que se trabalhe com uma razdo molar
duas vezes maior que a limite, isto &, 1:7 para o *’Lu®** ORNL/EUA e 1:32
para o Y'Lu®*

trabalhar com 5,2 pg de DOTATATO para 370 MBq (10 mCi) de *"Lu** no

caso da utilizacdo do "’Lu®** ORNL/EUA e 23,7ug de DOTATATO para 370

MBgq (10 mCi) no caso da utilizacdo do *’Lu®** NRG/Holanda. Considerando-

se 5 dias apods a producao do radioisotopo.

NRG/Holanda. Isto significa dizer que, na prética, se poderia

3. E possivel que o NRG/Holanda forneca o radiois6topo com interferentes que
néo estéo declarados no “Certificado de Analise” do fabricante.

4. A otimizag&o da propor¢cdo molar gera uma enorme economia de DOTATATO,
uma vez que se tinha como prética a utilizacdo de 370 MBq (10 mCi) de
177 u® para 50ug de DOTATATO (1:70). Seria importante avaliar se o uso de

propor¢cdes molares tdo altas quanto 1:70 ndo concorre com uma diminui¢céo

da eficacia clinica do radiofarmaco, uma vez que, neste caso, sdo geradas
moléculas de DOTATATO sem radioisétopo.

5. Ha interferéncia do *""Hf**

como importante competidor pelo DOTATATO. Isto
abre perspectivas futuras de investigacdo da competicdo entre o *""Lu** e o

Y7Ht* pelo DOTATATO.
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CAPITULO I

DETERMINACAO DA PUREZA RADIOQUIMICA,
PURIFICACAO E AVALIACAO DA ESTABILIDADE DO
RADIOFARMACO '"'Lu**~ DOTATATO POR
CROMATOGRAFIA
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2.0 Introducéo

Para analisar a composicdo de uma mistura é preciso separar seus
componentes e identificar as substancias presentes. Dentre as técnicas de
separacdo empregadas nos mais diversos processos, a cromatografia tem destaque
por sua ampla utilizagéo.

A cromatografia € um grupo de técnicas de separacgéo fisico-quimica baseada
na distribuicéo diferencial dos componentes de uma mistura entre duas fases: uma
fase fixa (estacionéaria) e uma fase movel.

De um modo geral, o processo de separacdo cromatografico € dado pela
passagem da fase movel sobre a fase estacionaria. Nesta sucessdo, O0s
componentes da mistura sdo distribuidos pelas duas fases de modo que cada um
dos componentes da mistura é seletivamente retido pela fase estacionaria. A
consequéncia disto é a migracdo diferencial destes componentes, resultando na
separacdo dos componentes de uma mistura. (Collins, Branga & Bonato, 2006).

Para a separacéo e andlise do radiofarmaco *"’Lu**~ DOTATATO, utilizamos
neste trabalho apenas dois tipos de técnicas cromatogréficas. S&o elas:
cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). A CCD e a CLAE aqui utilizadas séo tipos de cromatografias classificadas
como liquido-liquido (fase movel liquida e fase estacionaria liquida), cujo mecanismo
de separacéo € baseado na particéo.

O processo de particdo ou absorcdo € um processo fisico, que separa o0s
componentes da mistura pela solubilidade diferencial das substancias da amostra
entre a fase movel e a fase estacionaria. Trata-se de uma competicdo entre a
natureza quimica (polaridade) das substancias que constituem a amostra em relagao
a sua solubilidade diferencial nas fases estacionaria/mével (ambas liquidas).

Quanto a fase estaciondria, a cromatografia pode ser chamada de dois tipos:
de fase normal e de fase reversa. Na “fase normal” teremos uma fase estacionaria
mais polar do que a fase moével. Quanto a “fase reversa’, teremos uma fase
estacionaria menos polar do que a fase movel. As figuras 15 e 16 ilustram as

estruturas da silica nas fases normal e reversa.



Fonte: Quim. Nova, v.28, n.3, 2005.
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Figura 15 — Representacdo esquematica da silica gel com os grupos silanol (Si-OH)

e siloxano (Si-O-Si).

Fonte: Quim. Nova,v.27, n.2, 2004.

Figura 16 — Representacdo esquematica das cadeias orgéanicas hidrofébicas do tipo
Cis, imobilizadas na superficie da silica.

Observando a figura 15, podemos notar que a silica possui inUmeras pontes

de hidrogénio, o que faz com que as substancias que apresentem grupos polares

(que fazem interacao por ponte de hidrogénio ou dipolo-dipolo) interajam fortemente

com a silica. Na figura 16, temos um exemplo de fase reversa, onde um grupo

octadecil (-C1gH37) esta quimicamente ligado a silica, que funciona como suporte da

fase estacionaria. Neste caso temos uma fase estacionaria apolar, que interage com
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grupos apolares das substancias. A fase reversa é utilizada para separacdo de
substancias polares que exigiriam uma alta polaridade da fase mével, caso se

utilizasse a fase normal.

2.1 Determinacdo da pureza radioquimica do radiofarmaco por

cromatografia em camada delgada

2.1.1 Fundamentacao tedrica

De acordo com a “The United States Pharmacopeia” (USP 30, 2007) a pureza
radioquimica de uma preparacdo radiofarmacéutica se refere a fracdo do
radionuclideo incorporado a forma quimica de interesse. Mais detalhadamente, de
acordo com a European Pharmacopoeia, (COE, 2005), a pureza radioquimica &
definida como uma razdo percentual da radioatividade do radionuclideo que esta
presente na forma quimica de interesse, em relacdo ao total de radioatividade do
radionuclideo presente na preparacéo radiofarmacéutica.

Como no uso cotidiano de pesquisa em radiofarmacia interessa a avaliacdo da
pureza radioquimica do radiofarmaco (e ndo da preparacdo radiofarmacéutica),
chamaremos de pureza radioquimica a raz&do, expressa em porcentagem, da
radioatividade do radionuclideo incorporado ao radiofarmaco, em relagdo a
radioatividade total do radionuclideo (ligado e néo-ligado ao radiofarmaco). Isto
significa dizer que, no nosso caso, a pureza radioquimica expressa quanto da
radioatividade é devida & ligacdo do *’Lu® ao DOTATATO. Por exemplo, uma
pureza radioquimica de 95% significa que 95% do "’Lu**, encontra-se ligado ao
DOTATATO.

Neste sentido, pela adaptacdo do conceito apresentado na farmacopéia,
podemos dizer que a avaliagdo da pureza radioquimica do radiofarmaco é uma
medida direta do rendimento da reacdo de complexacédo, entendendo-se rendimento
como a quantidade maxima de produto que pode ser obtida, de acordo com a
estequiometria da reacdo, a partir de uma determinada quantidade de reagente (no

Nnosso caso, apesar da estequiometria de complexacdo ser de 1:1, utilizamos, no
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minimo, a proporcdo de 1 mol de *’Lu®" : 7 mols de DOTATATO, de acordo com o
item 1.3.3). Assim, dizer que a pureza radioquimica do radiofarmaco é de 95%, €
também dizer que, neste caso, o rendimento da reacdo de complexacao € de 95%.
Para determinar a pureza radioquimica do radiofarmaco, ou o rendimento da
reacdo de complexacao, € preciso proceder primeiramente a separacdo e posterior
quantificacdo do radionuclideo ligado ao radiofarmaco, em relacdo ao radionuclideo
nao-ligado ao radiofarmaco. Nesse sentido € que a pureza radioquimica ou
rendimento da reacdo de complexacdo pode ser determinado, no caso do
radiofarmaco *"’Lu®**-DOTATATO, por cromatografia em camada delgada, utilizando-
se condicBes que permitam a separacédo adequada entre o ’Lu**-DOTATATO e o

Y71 .u®* livre, isto &, ndo-ligado ao radiofarmaco.
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2.1.2 Métodos

Avaliamos a pureza radioquimica do radiofarmaco por cromatografia em
Camada Delgada (CCD) em modo ascendente. Como fase estacionaria utilizamos
silica gel “Instant thin layer chromatography” — ITLC-SG, ndo ativada e como fase
movel tampao citrato de sédio, 0,1 M, pH 5,0.

Para realizarmos a CCD utilizamos tiras de ITLC-SG de 15 cm x 1,5 cm. A
linha de aplicagdo da amostra foi 1,5 cm de distancia a partir da base da tira e o
ponto final da cromatografia (linha de chegada da fase mével) consideramos 10 cm a
partir da linha de aplicagdo da amostra. Com auxilio de micropipeta aplicamos entre
0,5 - 0,7 pL, da amostra, no centro da linha de aplicagdo. Em seguida, colocamos
essa tira em uma cuba de vidro contendo a fase mével em um volume abaixo da
linha de aplicagcdo da amostra, realizando uma cromatografia ascendente. Por
capilaridade a fase mével percorre a fase estacionaria e ao atingir o ponto final da
cromatografia (10 cm), retiramos imediatamente a tira da cuba de vidro, levando a
estufa de secagem a 45 °C por 10 minutos.

Apés a secagem, envolvemos a tira com fita crepe e dividimo-la em fragdes de
1 cm, considerando como primeira fracao, 0,5 cm abaixo e 0,5 cm acima do ponto de
aplicagcdo. Assim, sucessivamente, dividimos a tira em 10 fragdes de 1 cm.

Colocamos estas fracdes de 1 cm em tubos de polietileno. Estas fracées foram
lidas em um detetor de radiacdo gama (Nal). A atividade contida em cada fracéo foi
entdo registrada em contagem por minuto (cpm). Expressamos as contagens contidas
em cada fracdo como percentual em relacéo ao total de contagens (n=4).

Para descartarmos a possivel interferéncia do *”’Lu(OH); na determinacéo da
pureza radioquimica do radiofarmaco por CCD, simulamos as condigcdes
experimentais de sintese do radiofarmaco (item 1.2.2), sem adicdo de DOTATATO,
em pH 4,5, 7,0 e 8,5. Em tubos do tipo eppendorfs de 1,5 mL adicionamos 200 uL de
tampao pH 4,5, 7,0 ou 8,5, e, a seguir 18,5 MBq de *"’Lu®** em solucdo de HCI 0,1 M
(ORNL/EUA) e agitamos em vortex. Em seguida, avaliamos o pH do meio com papel
indicador universal, confirmando que ndo houve alteracdo de pH da solugdo.

Procedemos, entdo, a cromatografia em camada delgada conforme descrito acima.
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2.1.3 Resultados & Discussao
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Figura 17 — Perfil de CCD em ITLC-SG, do Y"Lu*" e do '"’Lu®*- DOTATATO,
utilizando-se como fase movel tampéo citrato de sodio 0,1 M pH 5,5. Cada fragdo

expressa o percentual de contagens em relagcédo ao total de contagens da tira.

Os perfis cromatogréaficos apresentados na figura 17, mostram que a CCD em
ITLC-SG utilizando-se como fase moével tampéo citrato de sodio 0,1 M pH 5,0 é um
método eficiente e seguro para a separacéo do ’Lu**-DOTATATO do *"’Lu®*" livre.
Deste modo a utilizacdo deste sistema cromatografico permite a determinacdo da
pureza radioquimica do radiofarmaco por meio da quantificacdo da radioatividade do
Y7 u** ligado e ndo-ligado ao DOTATATO.

Como a determinacdo da pureza radioquimica esta diretamente relacionada a

separacéo do Y'Lu**

ligado e ndo-ligado ao DOTATATO, vale a pena discutir aqui 0
mecanismo de separacado cromatografica obtida por CCD.
Trata-se em primeiro lugar de reconhecer a CCD utilizada como um tipo de

cromatografia liquido-liquido, uma vez que as tiras de ITLC-SG néo foram ativadas e
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que se utiliza um meio aquoso (saturado de vapor de agua) como fase movel.
Portanto, ndo se deve considerar uma interacao das substancias a serem separadas
com a silica (adsor¢cdo), mas uma interagcdo com a agua adsorvida pela silica
(particdo). A figura 18 ilustra a interagdo da silica em presenca de agua. Notar as
interacdes tipo ponte de hidrogénio entre os grupos silandis e moléculas de agua

(representadas em pontilhado).

Fonte: Quim. Nova,v.28, n.3, 2005.
Figura 18 — Representacdo esquemaética da silica gel antes da ativacdo ou na

presenca de fase mével aquosa.

A partir da CCD utilizada, vista como sistema liquido-liquido, podemos
entender a separacdo entre o *’’Lu®*-DOTATATO e o *"’Lu*" livre considerando-se a
interacdo de pontes de hidrogénio presentes no DOTATATO, com a agua adsorvida
pela silica. Lembramos que o octreotato apresenta pontes de hidrogénio nas ligacdes
peptidicas, nos aminoacidos treonina e tirosina que possuem um grupo —OH e no
aminoacido lisina que apresenta um grupo —NH, terminal. Sdo estas pontes de
hidrogénio presentes no DOTATATO que explicam a interagdo do radiofarmaco nas
primeiras fragcfes da tira de ITLC-SG, como mostra a figura 17.

Mais importante ainda, no mecanismo de separacdo da CCD utilizada é a
presenca do tampdao citrato de sddio cuja utilizacdo como fase mével se explica por

177Lu3+

uma agdo quimica de complexacao do livre. E devido a esta capacidade do

citrato em complexar o *""Lu**

livre que esta fracdo € encontrada junto a linha de
chegada da fase mdvel. Este poder de complexacdo do citrato, semelhante ao
DOTA, pode ser observado a partir da sua férmula estrutural apresentada na figura

19.
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Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Citrato_de_sodio
Figura 19 — Férmula estrutural do citrato de sodio. Dado os valores de pKa do acido

citrico pKa; = 3,13, pka, = 4,76, pKaz = 6,40.

Pelos valores de pKa do &cido citrico podemos notar que duas das carboxilas
do citrato estdo totalmente desprotonadas em pH 5,0, o que garante disponibilidade
eletrénica para a complexacéo com o **’Lu®*" n&o-ligado ao DOTATATO.

Portanto o mecanismo de separacdo da CCD utilizada é tanto um processo
fisico que retém o "’Lu®**-DOTATATO, por intermédio das interacdes tipo ponte de
hidrogénio, nas fracdes iniciais, quanto um processo quimico pela acdo da fase

mével utilizada que age na complexacdo do *""Lu®*

livre, explicando sua localizagéo
na extremidade distal da tira. A metodologia aplicada é satisfatoria na separacao
entre Y’Lu**-DOTATATO e o *"Lu® livre, o que garante a determinacéo da pureza
radioquimica do radiofarmaco.

Para descartarmos a possivel interferéncia do *”’Lu(OH); na determinacédo da
pureza radioquimica do radiofarmaco por CCD, mostramos os perfis cromatogréaficos
na figura 20, dos dados experimentais que simulam as condi¢cdes de sintese do

radiofarmaco, sem adicdo de DOTATATO, em pH 4,5, 7,0 ou 8,5.
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Figura 20 — Perfil de CCD em ITLC-SG, do *"’Lu®*" em pH 4,5, 7,0 e 8,5, utilizando-se
como fase moével tampéao citrato de sédio 0,1 M pH 5,5. Cada fracdo expressa o

percentual de contagens em relacéo ao total de contagens da tira.

Os perfis cromatogréficos apresentados na figura 20, mostram que em pH
4,55, 7,0 e 8,5, ndo ha alteracdo do padrdo de corrida do *"'Lu®** (Fig. 17). Pela
observacdo destes perfis, podemos descartar a possibilidade de interferéncia do

7 u(OH)3 na determinacg&o na pureza radioquimica do radiofarmaco.
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2.2 Purificagcdo do radiofarmaco por cromatografia em coluna
Sep-Pak Cyg

De acordo com o perfil cromatografico do radiofarmaco em CCD (Fig. 17), o
7 u**-DOTATATO, interage fortemente com a silica, o que torna sua eluicdo em
uma coluna de silica bastante dificil, mesmo com a utilizacdo de solventes muito
polares. Isso significa que ndo é possivel o desenvolvimento de um sistema de
purificacdo do radiofarmaco utilizando-se a silica como fase estacionaria.

Portanto foi necessario, primeiramente conhecer o perfil cromatografico do
radiofarmaco em fase reversa, para posteriormente aplicarmos um método adequado
para sua purificacdo. Em geral a coluna utilizada para purificacdo de radiofarmacos
contendo peptideos € a Sep-Pak em fase reversa tipo Ci5. Sendo assim, realizamos
preliminarmente um estudo do perfil de elui¢cdo do radiofarmaco por CLAE em coluna
Clg.
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2.2.1 Métodos

Para a determinacdo do perfil cromatografico do radiofarmaco por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizamos uma coluna de fase reversa
Cis, 4,6 x 250 mm, 5 um de porosidade (Waters). Nesta coluna injetamos 20 pL do
radiofarmaco com atividade variando entre 0,37 e 0,74 MBq (10 e 20 pCi) .

Eluimos a coluna com gradiente de metanol : tamp&o acetato de sddio 0,06 M
pH 5,5, com fluxo de 0,5 mL/min. (Kwekkboom et al., 2001). Iniciamos a eluicdo com
a mistura de solventes contendo 40% de metanol e 60% de tampéao acetato de sédio.
A cada 2 minutos o percentual de metanol era aumentado em 4%, chegando-se, aos
20 minutos de corrida, a propor¢édo de 80% de metanol e 20% de tamp&o acetato de
sédio, que foi mantida até o final da corrida.

Como sistema de deteccdo das substancias radioativas presentes na amostra,
utiizamos um contador ‘“radiomatic beta flow”, acoplado ao integrador do
cromatografo, com 0s seguintes parametros: tempo de corrida de 45 minutos; janela
de deteccéo de 90 — 250 keV.

Para a purificacdo do radiofarmaco utilizamos coluna Sep-Pak de fase reversa
Cis (Waters). O pré-tratamento para acondicionar a coluna foi: - lavagem com 5 mL
de etanol 70%, lavagem com 5 mL de propanol e — lavagem com 5 mL de agua Milli-
Q. Em seguida aplicamos na coluna 100 pL da mistura do meio de rea¢do contendo
o radiofarmaco. Para o procedimento de eluigdo utilizamos sucessivamente: 2,5 mL
de agua Milli-Q (chamado de fracdo agua - 1), 2,5 mL de agua Milli-Q (fracdo agua -
2), 2,5 mL de etanol 98% (fracéo etanol - 1) e 2,5 mL de etanol 98% (fracdo etanol -
2). Determinamos a atividade da coluna Sep-Pak, bem como cada uma das fracfes
em curiometro. Os resultados foram expressos em porcentagem em relacéo ao total
de atividade, para cada fragéo.

Para avaliarmos a eficiéncia do méetodo de purificacdo, cromatografamos a
fracdo “4gua - 1” e a fracdo “etanol - 1” em CCD, de acordo com o método descrito

no item 2.1.2.
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Figura 21 — Perfil em CLAE do *"’Lu*" em coluna de fase reversa Cas.
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Figura 22 — Perfil em CLAE do *"’Lu**-DOTATATO em coluna de fase reversa Cs.
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Pelos dois perfis cromatograficos apresentados nas figuras 21 e 22, podemos

observar que o *"’Lu*

€ caracterizado como um pico logo no inicio da cromatografia
(Fig. 21) e o radiofarmaco aparece somente apos cerca de 20 minutos do inicio da
cromatografia (Fig. 22). Observamos, portanto, que ha uma inversdao do perfil
cromatogréfico, em relacdo ao obtido por CCD em ITLC-SG (Fig. 17). Esta inversao
do perfil pode ser explicada pela mudanca da fase estacionaria de silica, para fase

177Lu3+

reversa. Neste caso, 0 livre elui primeiro sendo o tempo de retencédo do

radiofarmaco *""Lu®
do Y7Lu®" livre.

Novamente aqui, a andlise das interacdes do radiofarmaco com a fase

-DOTATATO mais de 3 vezes maior do que o tempo de retengéo

estacionaria é o que explica o maior tempo de retencéo do *"'Lu®*-DOTATATO. O
peptideo octreotato apresenta, dentre seus aminoacidos, a fenilalanina e o triptofano,
dois aminocidos que possuem grupos apolares que realizam interagbes
hidrofébicas com o grupo octadecil que constitui a fase reversa Cig. E devido a estas
interacdes hidrofobicas, que ndo sdo possiveis entre a fase estacionaria C;g € 0
Y71 u** livre, que se explica o maior tempo de retencéo do radiofarmaco.
Este fato € confirmado pela eluicdo do radiofarmaco apenas com a diminuicao
da polaridade da fase movel via aumento da proporcdo de metanol (no inicio de 40%
versus 80% aos 20 minutos), o que “forca” a eluicdo do *'Lu**-DOTATATO.

Assim, os dois perfis cromatograficos apresentados nas figuras 21 e 22, sdo
orientadores do tipo de fase movel a ser utilizada em colunas Sep-Pak C;g para a
purificacdo do radiofarmaco. Isso quer dizer que devemos utilizar uma fase movel tdo

polar quanto a agua para eluir o *""Lu®*

livre, e diminuir a polaridade da fase movel
quando quisermos eluir o radiofarmaco *"’Lu**-DOTATATO.

Neste sentido, o sistema de fase mével utilizado em coluna Sep-Pak Cyg para
a purificacdo do radiofarmaco, foi: 1) duas vezes 2,5 mL de agua, para eluir o *"Lu®*
livre; 2) duas vezes 2,5 mL de etanol 98% para eluir o *’Lu*-DOTATATO. A
avaliagdo da purificacdo pelo método acima estd na tabela 10 que mostra a
porcentagem da atividade, em cada fracdo eluida e também a atividade residual na

coluna Sep-Pak, em relacdo ao total das atividades.
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Tabela 10 — Purificacdo do radiofarmaco em coluna Sep-Pak C,g. Distribuicdo das
atividades expressas como percentual da atividade de cada fracdo em relacdo ao

total da atividade.

Fracoes % de atividade / Total (n=4)
Agua-1 25+1,3
Agua -2 0,5+0,10
Etanol — 1 87,2+ 10,8
Etanol — 2 7,0+6,0
Sep-Pak Cyg 6,3+5,1

Como previsto, o Y’Lu®" livre é eluido com a passagem de agua pela coluna
Sep-Pak Cig concentrando-se na fragcdo “agua — 1”. J4 o radiofarmaco é eluido
apenas com a passagem de um solvente menos polar, concentrando-se na fracéao
“etanol — 1. Pelos dados da tabela 10 podemos verificar que o volume de 5 mL &
suficiente para eluir quantitativamente cada um dos componentes da mistura (**’Lu®"
livre e "Lu**-DOTATATO), restando uma pequena fracéo no eluida na coluna.

A distribuicdo dos componentes da mistura, *"’Lu®* livre e *"’Lu**-DOTATATO,
entre as fracdes aquosa e alcodlica, respectivamente, foi confirmada pela realizacao
de CCD das fragbes “agua - 1” e “etanol - 1". De fato, a CCD da fracdo “agua — 1”
revelou que sua composicdo é de 99% de ""Lu®* livre.

Para avaliarmos a eficiéncia do método de purificacdo, cromatografamos em
CCD a fragéo “etanol — 1" de 4 experimentos independentes. A tabela 11 compara a
pureza radioquimica antes do processo de purificagdo, com a pureza radioguimica

da fracao purificada (etanol — 1).
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Tabela 11 — Comparagéo das purezas radioquimicas antes e apos (fracao “etanol —

1”) a realizac&o do procedimento de purificacdo em colunas Sep-Pak Cjs.

) Pureza Radioquimica Pureza Radioquimica (%)
Experimento . i o
(%) antes da purificagéo apos a purificagao
1 94,9 99,9
2 74,9 99,9
3 95,8 98,7
4 90,5 99,7

O procedimento de purificacdo garante, para todos 0s experimentos
realizados, uma pureza radioguimica do radiofarmaco de, pelo menos, 99%,
independente do valor de pureza radioquimica antes do processo de purificacdo.
Visto que tanto purezas radioquimicas iniciais de 74,9% quanto de 95,8%, apds o
procedimento de purificagdo, vao resultar em radiofarmacos com 99% de pureza
radioquimica. Com estes dados podemos verificar que 0 processo de purificacdo
proposto é eficiente.

Apesar da demonstracdo da eficiéncia do processo de purificagdo
desenvolvida neste item, pela discusséo do capitulo anterior, podemos perceber que
0 processo de sintese j& fornece o radiofarmaco com alta pureza radioquimica,
efetivamente quando se trabalha com altas razées molares *’Lu®*": DOTATATO. Por
altas razées molares, estamos considerando uma proporcdo molar ’Lu®":
DOTATATO de 1:7 para o *"’Lu** ORNL/EUA e de 1:32 para o *"’Lu®* NRG/Holanda
(vide item 1.4).

Se por medida de seguranca adotamos, para o processo de sintese, uma
raz&o molar de 1:7 para o *’’Lu®*" ORNL/EUA e de 1:32 para o *"’Lu** NRG/Holanda,
cabe agora assinalar que o radiofarmaco dai obtido apresentara uma baixa atividade
especifica em funcdo do excesso de DOTATATO utilizado (duas vezes a razao
molar-limite). Isso significa dizer que, considerando a atividade especifica do
radiofarmaco expressa em unidades de atividade/massa de DOTATATO, podemos
obter um radiofarmaco com a méxima atividade especifica, trabalhando a razéo

molar-limite (0 que resultaria na producdo do radiofarmaco sem excesso de



88

DOTATATO).

Do capitulo anterior verificamos que, trabalhando a razdo molar-limite, ndo
obtinhamos uma pureza radioquimica de 99%. Entretanto, com a discussao do
procedimento de purificacdo, podemos evidenciar que é possivel obter purezas
radioquimicas de 99% partindo de purezas radioquimicas tao baixas quanto 75%.

Dado que a obtencado do radiofarmaco com alta atividade especifica minimiza

a competicdo entre o radiofarmaco e o DOTATATO sem o *"Lu®*

, pelo receptor,
entdo, talvez fosse clinicamente importante o desenvolvimento do radiofarmaco
7 u**-DOTATATO com alta atividade especifica.

Neste caso, se fosse demonstrada a relevancia clinica do radiofarmaco com
alta atividade especifica, deveriamos utilizar a razdo molar-limite para a sintese do
17 u*-DOTATATO, submetendo-0, a seguir, ao procedimento de purificacdo em
coluna Sep-Pak. Teriamos assim, conjuntamente, garantidas tanto a maxima
atividade especifica, quanto alta pureza radioquimica (99%) do radiofarmaco.

Estudos em animais, com *'In acoplado a analogos da somatostatina como
pentetreotideo e octreotideo sugerem que a sensibilidade de deteccdo de tumores
que expressam receptores para somatostatina € dependente da massa de peptideo
injetada e independente da atividade especifica do radiofarmaco (Breeman et al.,
1995, de Jong et al., 1999). Outro estudo, em humanos, com ***In acoplado ao
octreotideo sugere que atividade especifica maior que 220 MBq por 5 ug, diminui a
qualidade da imagem diagndstica e reduz a captacdo do radiofarmaco no tumor
(Kooij et al., 1994).

Embora estes estudos apontem para o uso de radiofarmacos com baixa
atividade especifica, os experimentos realizados pelos autores acima carecem de
precisdo quanto a padronizacdo do que se entende por baixa atividade especifica.
Estes artigos ndao equacionam as propor¢cbes molares utilizadas, dado este que
permite estabelecer uma referéncia mais precisa do que se entende por atividade
especifica “alta” ou “baixa” do radiofarmaco.

Por este motivo, sugerimos que a questao da relevancia diagnostica e terapéutica do
177Lu3+

-DOTATATO com alta atividade especifica deva ser melhor investigada, partindo do

meétodo de sintese do radiofarmaco com alta atividade especifica que desenvolvemos acima.
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2.3 Avaliacdo da estabilidade do radiofarmaco na preparacéao

radiofarmacéutica por cromatografia em camada delgada

Chamaremos de avaliagdo da estabilidade do radiofarmaco ao estudo da
pureza radioquimica do radiofarmaco na preparacdo radiofarmacéutica, em um
periodo de 48 horas. Com isso queremos assinalar que, diferente dos demais itens,
0s estudos aqui conduzidos simulam as condicbes de envio da preparacao
radiofarmacéutica aos Centros de Medicina Nuclear: atividade entre 2775 e 5180
MBq (75 e 140 mCi) em 5 mL de solucédo fisiolégica, acondicionados em frasco-

ampola de vidro e mantido sob congelamento com gelo seco.

2.3.1 Métodos

A estabilidade do radiofarmaco na preparacao radiofarmacéutica, foi avaliada
segundo o procedimento de cromatografia em camada delgada descrito no item
2.1.2. Para tanto, cromatografamos amostras retiradas imediatamente e nos tempos
subsequentes até 48 horas, sendo a preparagao radiofarmacéutica conservada sob
congelamento em gelo seco. Utilizamos o &cido gentisico (0,6 mg/mL) como

estabilizante da preparacéo radiofarmacéutica.
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2.3.2 Resultados & Discussao

Tabela 12 — Dados de pureza radioquimica do radiofarmaco na preparacéo
radiofarmacéutica durante 48 horas, considerando as atividades de 2775 e 5180
MBq (75 e 140 mCi) (n=4).

Pureza Radioquimica (%)
Tempo 2775 MBq 5189 MBq
Imediato 98,74 £ 0,01 98,3+ 0,36
3 horas - 97,55+ 0,31
6 horas 98,05 + 0,17 96,68 + 0,34
9 horas 98,23 £ 0,04 96,2 + 0,18
24 horas 97,86 = 0,02 94,3+1,0
48 horas 94,7+ 1,7 92,3+04

Considerando-se como limite aceitavel de pureza radioquimica 95%, para a
atividade de 2775 MBqg, h& estabilidade do radiofarmaco na preparacdo
radiofarmacéutica até 24 horas. Para a atividade de 5180 MBq, jA em 24 horas, a
pureza radioquimica do radiofarmaco na preparacdo radiofarmacéutica € < 95%, o
gue significa dizer que a preparacéo deve ser usada em menos de 24 horas.

Caso se pretenda estipular a data de validade da preparacédo
radiofarmacéutica em 24 horas, deve-se levar em consideragdo uma atividade
maxima em torno de 2775 MBQ em cada preparacdo radiofarmacéutica. Assim, 0s
dados sugerem que atividades tdo altas quanto 5180 MBq sejam fracionadas pela

metade para o envio aos centros de Medicina Nuclear.
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2.4 Conclusdes

De acordo com os dados apresentados e discutidos neste capitulo, podemos

concluir que:

1. O procedimento de cromatografia em camada delgada em ITLC-SG,
usando como fase mével tampéo citrato de sodio 0,1 M pH 5,0 é eficiente
para a determinacdo da pureza radioguimica do radiofarmaco.

2. O procedimento de cromatografia em coluna Sep-Pak Cig eluida com 5 mL
de a4gua Milli-Q e 5 mL de etanol 98% é eficiente para a purificacdo do
radiofarmaco, permitindo atingir pureza radioquimica da ordem de 99%.

3. Para a obtencdo do *""Lu**

-DOTATATO com maxima atividade especifica
e alta pureza radioquimica (99%), a sintese do radiofarmaco deve ser
realizada a razdo molar-limite com posterior purificagdo em coluna Sep-
Pak Cgs.

4. A estabilidade do radiofarmaco !”'Lu**-DOTATATO na preparacéo
radiofarmacéutica é de 24 horas, sob as seguintes condi¢cdes: 1) atividade
de 2775 MBq; 2) adicdo de 0,6 mg/mL de acido gentisico; 3) congelamento
em gelo seco até sua utilizagdo.

5. Atividades maiores que 2775 MBq devem ser fracionadas para que se

garanta a estabilidade do radiofarmaco na preparacgéo radiofarmacéutica.
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CAPITULO Il

BIODISTRIBUICAO DO RADIOFARMACO
Y u*-DOTATATO EM MODELO ANIMAL
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3.0 Introducéo

Apés discutirmos a racionalizacdo do processo de sintese, bem como as
técnicas de andlise fisico-quimica na determinacdo da pureza radioquimica e na
avaliacdo da estabilidade do radiofarmaco '”’Lu**-DOTATATO, iremos, neste
capitulo, abordar alguns aspectos da sua biodistribuicdo em modelo animal.

Isso significa dizer que, enquanto os dois primeiros capitulos versaram sobre
as técnicas de sintese e analise do radiofarmaco (que podem ser agrupadas no
ambito do que se entende por farmacotécnica), este capitulo pretende, a partir dos
dados de biodistribuicdo aqui encontrados, sugerir algumas diretrizes que possam
orientar a utilizacdo do radiofarmaco, ou, pelo menos, sugerir que tipos de estudos e
avaliagbes devam ser implementadas para sua correta utilizagéo clinica.

Esta dimensédo da correta utilizagéo clinica do radiofarmaco é importante ser
considerada pela pesquisa em radiofarmacia uma vez que disso depende a
racionalizacdo da terapéutica, com gerenciamento de possivel toxicidade dos
radiofarmacos produzidos.

Deste modo, a pesquisa em radiofarmacia poderia ampliar sua dimenséo para
além da pesquisa em farmacotécnica, dedicando-se também a fomentar pesquisas
na pés-producdo do radiofarmaco que podem auxiliar seu uso racional. Dentre este
dominio de saberes que podem ser Gteis ao gerenciamento do bom uso clinico do
radiofarmaco, destacam-se o0s estudos de biodistribuicdo que podem orientar
estudos mais aprofundados de farmacocinética e dosimetria, considerando n&o so6 o
modelo animal, mas, também em humanos.

Este capitulo, partindo do estudo de biodistribuicio em modelo animal, tem
como principal objetivo fornecer subsidios para o planejamento de estudos futuros
em farmacocinética e dosimetria que deverdo ser conduzidos para racionalizar a

correta utilizacdo do radiofarmaco.
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3.1 Métodos

Para os estudos de biodistribuicdo do radioisétopo *’Lu e do radiofarmaco
Y7 u**-DOTATATO, foram utilizados camundongos Swiss adultos pesando 30 + 5
gramas. Para os estudos de biodistribuicdo do radiofarmaco *"’Lu®**-DOTATATO, em

modelo tumoral, foram utilizados camundongos Nude pesando 20 + 5 gramas.

3.1.1 Desenvolvimento do modelo tumoral em camundongos Nude

Um modelo tumoral em camundongos imunodeprimidos Nude, foi
desenvolvido, utilizando-se células de cancer pancreatico de rato — AR42],
adquiridas do “American Type Culture Collection” (ATCC). Estas ceélulas foram
cultivadas em frascos de 75 cm? contendo meio F12-K (Gibco®) acrescido de 10%
de soro fetal bovino (Cultilab®) a temperatura de 37 °C e atmosfera controlada de
5% de CO,. Apés trés dias de cultivo, as células eram tripsinizadas, contadas e
utilizadas ou congeladas em tubos criogénicos contendo meio F12-K (Gibco®)
acrescido de 10% soro fetal bovino (Cultilab®) e 10% de dimetilsulféxido (DMSO).

As células AR42J (1x10° células) foram implantadas no dorso ou na pata
direita dos camundongos, por inoculacdo intradérmica. Apd6s a inoculacdo das
células tumorais, estes animais permaneceram no biotério com comida e agua ad
libitum. Os experimentos com estes animais foram realizados entre 2 e 4 semanas

apos a inoculacao.
3.1.2 Estudos de biodistribuicéo

Nos estudos invasivos os camundongos foram separados em grupos de 4 (Nude) e 5
(Swiss) para cada tempo do experimento. Foram pesados e injetamos por via intravenosa
(veia caudal) uma atividade de 1,11 MBq (30 uCi) em 50 uL, do radiofarmaco ou do
radioisétopo.

ApOGs a administragdo, em tempos pré-determinados, foi retirado, com capilar de

vidro pré-heparinizado, uma amostra de sangue de aproximadamente 100 pL pelo
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plexo orbital e, imediatamente apds, o animal foi sacrificado para a retirada dos
seguintes 6rgdos: cérebro, pulmdo, coracdo, baco, figado, estbmago, intestinos,
musculo, pancreas, adrenais, 0sso e tumor. A cauda do animal também foi retirada
para desconto da radioatividade residual, resultante da administragcdo pela veia
caudal.

Apés a disseccdo, os orgaos/tecidos, foram lavados, o excesso de agua foi
retirado com papel absorvente e foram pesados separadamente cada um.

Os o6rgéos ou tecidos foram colocados em tubos de polietileno para a medida da
atividade, em contagens por minuto (cpm), em contador de radiagdo gama (Nal).

A porcentagem da atividade contida em cada orgao/tecido foi determinada em
relacdo as contagens de um padrdo contendo 1,11 MBq (30 uCi), referente a
atividade inicialmente administrada.

Foi realizado também, um estudo nao-invasivo da biodistribuicdo do
radiofarmaco, por imagens cintilogréficas, em camundongos Nude com tumor. Estas
imagens foram obtidas em camara-gama, do Centro de Medicina Nuclear do Hospital
das Clinicas (FM-USP), da marca Siemens, analogica, com campo de viséo circular
pequeno, com analisador multicanal, de espectro entre 15 keV e 510 keV, com
colimadores para baixa energia de até 200 keV para imagens em projecao planar.

Acoplada a camara-gama utilizou-se um computador para aquisicdo de imagens
da marca IBM/PC Intel Pentium 133, com sistema operacional Windows 98, software
de aquisicdo de imagens PIP, placa de aquisicdo de dados IMAGAMMA e equipado
com software IMAGE para processamento de imagens.

Para este estudo foi injetado, no animal anestesiado, uma atividade do
radiofarmaco de 37 MBq (1 mCi) em 0,1 mL de solucdo fisiolégica. Realizou-se entdo
um estudo dindmico de obtencédo de imagens durante 24 minutos, com formacédo de

imagem a cada 3 minutos.

3.1.3 Célculos do percentual de atividade biodistribuida

3.1.3.1 Determinacéo da porcentagem de atividade no 6rgéo

Para o calculo dos valores percentuais de atividade no 6rgéo (% atividade no
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0rgao), usamos a seguinte equacao:
atividadenoorgéo (cpm
PL(cpm

onde PL é o padréo liquido obtido pela contagem em cpm da atividade injetada de

%deatividadenodrgao= x100 9)

1.11 MBqg (30uCi), subtraindo-se as contagens residuais em cpm da cauda do

animal. PL = cpnP - cpmcauda (P = média de trés amostras).
3.1.3.2 Determinacao da porcentagem de atividade no sangue, musculo e 0SS0

No caso particular do sangue, musculo e 0sso, para os quais medimos a
atividade em uma amostra, determinamos a atividade total no tecido aplicando as
seguintes convencgdes: volemia = 7% do peso do animal; masculo total = 40% do
peso do animal; osso total = 12% do peso do animal.

Assim,

Atividadeno Sangudotal(cpm) = cpmdesanguepor mLxvolemia (20)

cpmdaamostrademusculox Musculorotal (g) (11)

AtividadenoMusculorotal (cpm) = g
massalaamostrademusculdg)

cpmdaamostradeossax Ossal otal(g)
massalaamostradeossd g)

AtividadenoOssadlotal(cpm) = (22)

Entdo, os valores das atividades no sangue, no musculo e no osso foram
utilizados para o célculo das porcentagens de atividade nestes tecidos de acordo

com a equacdao (9) do item 3.1.3.1.

3.1.3.3 Determinacédo da porcentagem de atividade por grama de tecido

Para o céalculo dos valores percentuais de atividade por grama de tecido

(% atividade/q) foi utilizada a seguinte equacao:
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% atividadeno6rgao(cpm) (13)

%atividade/ g =
° g massadodrgéo(g)

No caso particular do sangue, a porcentagem de atividade deve ser expressa

por mL de sangue, assim:

%atividadenosanguécpm) (14)

Y%atividade/ mL= ,
volumedaamostraretirada(mL)
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3.2 Resultados & Discussao

3.2.1 Modelo tumoral em camundongos Nude

Os animais inoculados com as células AR42J (1x10°) ficaram sob observacéo
durante o periodo de crescimento do tumor. Na primeira semana ap0s a inoculacao
ja foi possivel observar uma pequena massa em formacdo. Entre o décimo e o
décimo quinto dia apos inoculacdo, a massa tumoral atingiu valores entre 1,0 e 1,5
cm?®.

Embora o tumor tenha crescido em todos os animais, foram observadas
grandes variacbes na massa dos tumores. Os tumores apresentaram uma massa
média de 0,6 gramas, porém com um desvio de mais de 100%.

As variagbes encontradas em relacdo as massas tumorais foram
provavelmente devidas, em primeiro lugar, a capacidade invasiva das células AR42J.
Em alguns casos, o tumor alastrou-se para tecidos adjacentes como pele, musculo e
0sso, sendo a massa tumoral retirada junto com fragmentos destes tecidos, o que
levou a uma dispersédo nos dados de massa dos tumores.

Em segundo lugar, observou-se um estagio de necrose em alguns tumores no
dia da disseccdo, o que também levou a uma discrepancia entre a massa tumoral e a

massa tumoral fisiologicamente funcional.
3.2.2 Estudos de biodistribuicéo

Utilizando modelos animais, estudamos a biodistribuicdo do radiofarmaco
77 u*-DOTATATO em camundongos Swiss, e em camundongos Nude usados
como modelo tumoral. Também estudamos a biodistribuicdo do radioisétopo **’Lu®*
em camundongos Swiss.

Nas tabelas a seguir apresentaremos o0s valores de atividade percentual
média e os respectivos desvios-padrao, encontrados para cada 6rgéo (ou tecido), em

tempos especificos apés a administracdo intravenosa do "’Lu®**-DOTATATO ou do
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Y7 u. Os gréficos referentes a cada tabela ilustram alguns perfis de interesse, da
biodistribuicdo no 6rgao(tecido)/tempo, que discutiremos a seguir.

Y"Lu*"-DOTATATO

apresentados como a média da porcentagem de atividade por 6rgdo ou tecido +

Tabela 13 — Dados de biodistribuicdo do radiofarmaco
desvio padrdo. Tempos 0,25; 0,5; 1; 2 e 4 horas ap6s a administracao intravenosa.

Camundongos Swiss, n=5.

Tempo (horas)

ORGAOS
0,25 0,5 1 2 4

Cérebro 0,06+0,01 003+001 002+0001 001+0,0001 0,02+0,001
Pulmao 149+0,33 1,21+0,29 1,00+012 081+021 050005
Coragao 0,17+0,04 0,07+0,03 004+001 0,02+0,001 0,010,001
Baco 0,09+0,01 008+003 005+001 004+004 0,03+0,01
Figado 1,20+0,23 0,78+0,15 0,48+0,07 0,36+0,08 0,37 +0,05
Estomago | 2 26+0,50 2,22+0,44 2,37+0,36 1,79+0,25 1,12+0,17
Musculo 6,66+054 301+150 143+029 077+038 0,56+0,39
Rl 409+140 311+085 248+014 217+039 1,87+041
. Delgado | 169+0,47 1,34+021 1,37+0,60 2,02+0,34 3,77+0,90
|.Grosso 1,40+0,20 1,13+0,11 1,00+0,11 101+0,14 190+0,44
Adrenais 0,03+0,02 003+001 004+001 003+001 0,04+0,01
Pancreas | 425+0,42 374+1,13 265+0,17 354+0,29 143+0,43
Sangue

Total 599+1,37 262+107 093+034 028+007 0,12+0,05

Os dados que destacamos na tabela acima estdo representados na figura 23 como
perfis da biodistribuicdo do radiofarmaco *’’Lu**-DOTATATO.
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—X=— Estdmago
—+—Mdsculo
—&—Rins
—A- Pancreas
—@—Sangue

Atividade (%)

0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4,5

Tempo (horas)

Figura 23 — Perfis de biodistribui¢do do radiofarmaco *"’Lu®**-DOTATATO medida em
porcentagem de atividade por 6rgéo ou tecido, nos tempos 0,25; 0,5; 1; 2 e 4 horas

apos administracao intravenosa. Camundongos Swiss, n=5.

Como o sangue € o compartimento central, a partir do qual o radiofarmaco se
distribui para os tecidos e 6rgaos, consideramos a curva de clareamento sanguineo
como referéncia para avaliarmos a biodistribuicdo do radiofarmaco nos demais
tecidos e orgaos.

Em colaboracdo com o Laboratdrio de Farmacologia e Controle Terapéutico
do Departamento de Farmacia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF-USP),
realizamos uma modelagem farmacocinética preliminar para a curva de clareamento
sanguineo, utilizando-se como ferramenta o programa “PK Solutions 2.0".

Por intermédio desta ferramenta, a analise da curva de -clareamento

sanguineo evidenciou um modelo tricompartimental com o0s seguintes parametros
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farmacocinéticos: meia vida de distribuicdo (ta)0) de 4,9 minutos; meia vida de
eliminacdo (T2)B) de 10,7 minutos e uma meia vida de eliminacédo lenta (T(12)y) de
58,9 minutos.

Apesar de serem dados que precisam ser confirmados pela realizacdo de
experimentos mais criteriosos, com um modelo animal adequado, os dados mostram
um rapido clareamento sanguineo do radiofarmaco, o que evidencia a necessidade
de se trabalhar com tempos curtos nos estudos de biodistribuicdo. No caso em
questdo, como a meia-vida de eliminacao do radiofarmaco € curta, fica claro que um
estudo durante um periodo de 4 horas apos a sua administragcdo é mais do que
suficiente para avaliar sua biodistribui¢ao.

A hipotese, a ser melhor explorada, da modelagem tricompartimental do
radiofarmaco, é congruente com o0 que se espera de um radiofarmaco receptor-
especifico. Neste caso, teriamos justificada uma eliminacdo mais rapida dos tecidos
sem receptores para o radiofarmaco e um compartimento profundo, de saida mais
lenta, representado pelos 6rgdos com receptores especificos para somatostatina.

Da figura 23 podemos verificar que o masculo é um compartimento cuja curva
de biodistribuicdo acompanha o perfil do clareamento sanguineo, o que mostra ser o
tecido muscular um compartimento de saida rapida do radiofarmaco.

Padrdes totalmente diferentes séo observados nos perfis de biodistribuicdo do
radiofarmaco no pancreas e no estdmago, dois 6rgdos receptor-positivos para
somatostatina. Estes dois Orgdos podem ser considerados exemplos de
compartimento profundo, onde o radiofarmaco, dada a ligacdo com os receptores,
fica impregnado ao tecido.

Em relacdo ao perfil do pancreas é preciso comentar que os decréscimos da
atividade por 6rgéo visualizados nos tempos de trinta minutos e uma hora ndo séo
fidedignos. Estes dados encontram-se enviesados pela imprecisdo na remocgao
cirurgica deste 6rgédo, o que concorre com grandes variagcbes na massa de tecido a
qual se determinou a atividade do radiofarmaco. Esse efeito é, sobretudo, evidente
para orgdos de dificil remocdo como € o caso do péancreas, para o qual se
recomenda a normalizacdo da atividade do radiofarmaco no 6rgao por grama de

tecido.
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Da figura 23 podemos observar ainda que o perfil de biodistribuicdo do
radiofarmaco nos rins € semelhante ao perfil de biodistribuicAo nos 6rgdos com
receptor para somatostatina, mostrando uma impregnacao do radiofarmaco no tecido
renal que concorre com a do pancreas e do estbmago.

Este dado aparentemente anbmalo de uma alta impregnacéo do radiofarmaco
nos rins ndo pode ser explicado apenas pela hidrossolubilidade do radiofarmaco. E
sabido que os rins expressam receptores para somatostatina (Bates, 2003; Bates,
Kegg & Grady, 2004), o que seria motivo suficiente para que se esperasse um perfil
semelhante em relag&o ao pancreas e ao estbmago.

Mas h& outro motivo que pode explicar esta alta impregnagcdo renal do
radiofarmaco. Embora ainda ndo bem esclarecido, alguns trabalhos em modelo
animal apontam para uma possivel reabsor¢cdo de analogos da somatostatina,
associados a isétopos radioativos, no tubulo proximal dos rins (Rolleman, 2007), que
pode ser inibida por aminoacidos polares com carga positiva (isto €, aminoacidos
basicos) como a lisina (Rolleman, 2007).

Este trabalho de Rolleman (2007) revela que além da lisina, a amifostina que
tem dois nitrogénios basicos que se encontram protonados em pH fisiolégico
(portanto apresentando-se com duas cargas positivas) também é um inibidor da
reabsorcdo de analogos da somatostatina associados a radioisotopos. Este recurso €
sugerido para diminuir a toxicidade renal destes radiofarmacos em protocolos de
tratamento em humanos (Rolleman, 2006).

De tudo o que foi discutido, é importante salientar que o radiofarmaco €
potencialmente nefrotoxico, o que deve estimular pesquisas no ambito da
farmacocinética-dosimetria de modo a se obter parametros que racionalizem a
utilizacdo do radiofarmaco, com potencializacdo do efeito citotoxico no tumor e

gerenciamento de possivel efeito nefrotoxico.
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Tabela 14 - Y7 u*-DOTATATO

apresentados como a média da porcentagem de atividade por grama de tecido +

Dados de biodistribuicdo do radiofarmaco

desvio padrdo. Tempos 0,25; 0,5; 1; 2 e 4 horas ap6s a administracao intravenosa.
Camundongos Swiss, n=5.

Tempo (horas)

ORGAOS
0,25 0,5 1 2 4
Cérebro 0,14 +0,02 0,06+0,01 0,03+0,01 0,02+0,001 0,03+ 0,01
Pulméo 6,05+143 495+075 4,28+0,38 2,86+027 209016
Coragdo 1,16 +0,30 0,57+0,15 0,26+0,05 0,15+0,02 0,08 +0,02
Bago 0,82+0,10 0,73+#0,20 0,38+0,06 0,26+0,07 0,25+0,06
Figado 0,78+0,13 050+0,10 0,29+0,04 0,25+0,03 0,25+0,03
Estdmago | 768+156 9,02+041 896+097 6,95+095 5.05+0,73
Musculo 0,55+0,04 0,30+0,10 0,12+0,02 0,06+0,03 0,09+0,11
Rins 11,84 +251 9,19+1,74 6,63+0,58 6,04+0,99 534+0,66
l. Delgado | 124+021 1,03+016 1,21+0,30 132+021 2,37+043
|.Grosso 1,56+0,15 1,63+0,15 1,22+0,14 1,12+0,18 2,47 +1,17
Adrenais 245+100 162+046 174+046 180+085 231043
Pancreas 455+299 6,79+265 1095+15 568+195 263+0,27
Sangue/mL | 556405 1294040 0,440,413 0,13+0,02 0,05+0,01

Os dados que destacamos na tabela acima estédo representados na figura 24 como

perfis de biodistribuicdo do radiofarmaco *"’Lu®**-DOTATATO.
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Figura 24 — Perfis de biodistribui¢do do radiofarmaco *"’Lu®**-DOTATATO medida em
porcentagem de atividade por grama de tecido, nos tempos 0,25; 0,5; 1; 2 e 4 horas

apos administracao intravenosa. Camundongos Swiss, n=5.

Na figura 24, a curva de clareamento sanguineo (agora apresentada em
porcentagem de atividade por mL de sangue) também é utilizada como referéncia
para avaliarmos a biodistribuicdo do radiofarmaco nos demais tecidos e orgaos. Os
dados apresentados como porcentagem de atividade por grama de tecido tornam
evidente a especificidade do radiofarmaco para os tecidos que expressam receptores
para somatostatina. No caso da figura 24, os tecidos apresentados com a mais alta
impregnacdo do radiofarmaco em relagdo aos dados da tabela 14 s&o receptor-
positivos para somatostatina.

Ao normalizar os resultados por grama de tecido, 6érgdos como pulmao e

adrenais mostram seu perfil de alta impregnacdo do radiofarmaco. No caso das
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adrenais, a sua pequena massa, de aproximadamente 0,01 g em meédia, justifica a
sua expressividade, quando os resultados sao expressos em porcentagem de
atividade por grama de tecido.

No caso do pancreas, fica evidente como a normalizagdo por grama de tecido
faz com que o perfil de biodistribuicdo deste 6rgédo seja mais fidedigno do que o
apresentado na figura 23, sobretudo em relacéo aos tempos de trinta minutos e uma
hora que la se apresentavam como decréscimo da atividade no 6rgédo e, aqui, ao
contrario, se mostram como incremento/acumulo.

Portanto a normalizacdo da atividade do radiofarmaco no 6rgéo por grama de
tecido € uma ferramenta que possibilita a correcdo da atividade em o6rgaos de dificil
remocdao cirdrgica como o pancreas, orgaos de tamanho pequeno como as adrenais,
ou orgao de massa reduzida como € o caso do pulmao.

Feita esta normalizacdo, a heterogeneidade observada nos perfis de
biodistribuicdo do "’Lu**-DOTATATO nos tecidos (Fig. 24) pode ser explicada em
funcdo principalmente, do tipo e densidade de receptores para somatostatina que
estes tecidos expressam.

De posse destes dados normalizados por grama de tecido, seria interessante
investigar se a comparacédo das areas sob a curva (AUC), entre o muasculo (tecido de
eliminacdo rapida) e o estbmago, o pulmao, as adrenais, ou 0 pancreas (6rgaos
receptor-especificos), ndo se constituiria em um importante parametro

farmacocinético para avaliar a especificidade deste radiofarmaco.
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Y7 u*-DOTATATO

apresentados como a média da porcentagem de atividade por 6rgdo ou tecido +

desvio padrdo. Tempos 1; 4 ; 24 e 48 horas ap0s a administragdo intravenosa.

Camundongos Nude, n=4

Tempo (horas)

ORGAOS
1 4 24 48

Cérebro 0,04+0,02 0,02+0,01 0,02+0,02 0,01+0,001
Pulmé&o 045+005 0,21+0,11 0,10+0,04 0,08 + 0,002
Coragéo 0,08+0,03 0,02+0,01 0,01+0,001 0,010,001
Baco 0,08+0,02 0,04+0,02 0,02+0,001 0,02+0,01
Figado 097+045 066+0,11 042+0,05 0,36+0,05
Estomago 0,81+0,05 0,49+0,08 0,25+0,03 0,20+0,03
Musculo 281+095 068+036 030+0,06 0,21+0,13
Rins 318+0,26 256+050 1,16+037 0,65+0,17
|. Delgado 201+077 1,22+0,09 040+0,02 0,29+0,01
1.Grosso 0,83+0,42 256+037 067+0,09 0,64+0,14
Adrenais 0,02+0,02 0,02+0,01 0,02+001 0,01+0,001
Pancreas 256+0,76 1,05+0,29 0,43+0,07 0,20 +0,09
Osso 317+241 289+0,71 292+0,31 3,19+0,55
Tumor 162+217 096+106 052+084 0,30+0,28

S?gf’;fe 245+056 020+011 0,06+001 0,04+ 0,002

Os dados que destacamos na tabela acima estdo representados na figura 25

como perfis de biodistribuicdo do radiofarmaco *"’Lu®**-DOTATATO.
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Figura 25 — Perfis de biodistribuicdo do radiofarmaco '"’Lu**-DOTATATO em
porcentagem de atividade por érgdo ou tecido, nos tempo 1; 4; 24 e 48 horas apoés

administracdo intravenosa. Camundongos Nude, n=4.

A figura 25 evidencia a especificidade do radiofarmaco pelo tumor induzido
pela linhagem de células de carcinoma pancreéatico de rato (células AR42J). Na
figura 25, a curva de clareamento sanguineo, avaliada entre 1 hora e 48 horas
mostra claramente que além de 4 horas praticamente ndo ha mais radiofarmaco no
sangue. Observamos ainda, que apesar disso, h4 permanéncia do *"’Lu®-
DOTATATO nos tecidos receptor-positivos para somatostatina, o que inclui o tumor.

E interessante notar que os perfis do pancreas e do tumor estdo praticamente
sobrepostos, o que implica supor que o radiofarmaco "’Lu**-DOTATATO, apresenta
especificidade para o tecido tumoral tanto quanto para o pancreas, principal érgao de

impregnacao deste radiofarmaco, como pode ser observado nas figuras anteriores.
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LU -DOTATATO

apresentados como a média da porcentagem de atividade por grama de tecido +

desvio padrdo. Tempos 1; 4 ; 24 e 48 horas ap0s a administragdo intravenosa.

Camundongos Nude, n=4.

Tempo (horas)

ORGAOS
1 4 24 48
Cérebro 0,00+0,05 0,05+0,03 0,04+0,04 0,02+0,01
Pulmao 2,33+0,30 1,10+0,81 0,61 +0,29 0,36 +0,13
Coragao 0,68+0,19 0,18+0,04 0,09 +0,02 0,08 +0,02
Baco 0,82+0,15 0,43+0,09 0,27+0,06 0,24+0,05
Figado 0,92+0,26 0,69+005 0,40+0,05 0,36+0,05
Estomago 594+145 380055 2,06+0,41  1,38+0,14
Musculo 0,32+0,11 0,09+0,04 0,03+0,01 0,03 +0,02
Rins 10,84+0,82 999+196  4,35+1,79 2,54 + 0,65
. Delgado 1,77+053 1,43+0,08 0,26+0,01 0,19 +0,02
I.Grosso 1,02+0,43 516+0,44 0,62+0,09 0,50+0,11
Adrenais 1,14+1,18 1,65+1,51  2,07+0,44 1,06 +0,23
Pancreas 8,42+294 395+126 164+021 0,90 +0,29
Osso 1,34+0,79 159+0,46 134+028 1,67+0,33
Tumor 246+077 1,18+032 0,83+0,26 0,57 +0,10
Sangue/mL | 1,57+0,10 0,16+0,07 0,04+0,01 0,03+0,001

Os dados que destacamos na tabela acima estdo representados na figura 26
como perfis de biodistribuicdo do radiofarmaco *’Lu®**-DOTATATO.
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Figura 26 - Perfis de biodistribuicdo do radiofarmaco *"’Lu**-DOTATATO medida em
porcentagem de atividade por grama de tecido, nos tempo 1; 4; 24 e 48 horas ap0s
administracdo intravenosa. Camundongos Nude, n=4.

Nos dados normalizados por grama de tecido fica evidente o destaque dos
Orgaos receptor-positivos para somatostatina, como pancreas, pulmao e estébmago,
os dois Udltimos ndo evidenciados no caso da expressdo da biodistribuicdo do
radiofarmaco em porcentagem de atividade por érgao.

Na figura 26 observamos que as curvas do pancreas e do tumor ndo mais se
encontram sobrepostas, como observado na figura 25. O perfil de distribuicdo do
tumor encontra-se abaixo do perfil de distribuicdo do pancreas.

Para este caso especifico, a normalizacdo por grama nao nos parece a
maneira mais adequada para analise do perfil de biodistribuicdo do radiofarmaco no
tumor, uma vez que a massa do tumor estd hiper-estimada porque ha necrose e

tecidos circunvizinhos invadidos pelo tumor, que ndo podem ser perfeitamente
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dissecados. Este duplo efeito que contribui para um dado de massa do tumor hiper-
estimado faz com que, neste caso especifico, 0 dado de porcentagem de atividade
do radiofarmaco biodistribuido no tecido tumoral (Fig. 25) seja mais fidedigno.

Tabela 17 — Dados de biodistribuicdo do radioisétopo *"’Lu**

apresentados como
média da porcentagem de atividade por 6rgao ou tecido + desvio padréo. Tempos 1,

4, 24 e 48 horas ap0s a administracdo intravenosa. Camundongos Swiss n=>5.

Tempo (horas)

ORGAOS
1 4 24 48

Cérebro 0,07 £0,02 0,05 +0,02 0,02 +£0,01 0,02 +0,01
Pulméo 1,36 £ 0,49 0,77 +£0,13 0,23 £0,04 0,16 + 0,05
Coracao 0,29 + 0,06 0,22 £ 0,04 0,08 £0,02 0,06 + 0,02
Baco 0,17 £ 0,06 0,21 +0,01 0,12 £0,03 0,10+£0,01
Figado 4,84 + 0,20 7,45 +0,81 4,29 +0,53 3,44 + 0,33
Estdmago 0,79 £0,04 0,48 + 0,08 0,34 + 0,05 0,28 + 0,08
Mdusculo 14,01 £1,79 5,77 £ 0,47 2,45 +0,51 1,27 £0,7
Rins 1,67 £0,6 3,86 £ 0,62 1,99 + 0,33 1,80 £ 0,20
I. Delgado 6,89 + 0,53 6,01 £ 0,58 2,17 £ 0,46 1,77 £0,21
I.Grosso 1,73 £0,01 3,50+0,5 0,45 +£0,04 1,55+£0,5
Adrenais 0,04+0,01 0,02+0,0001 0,01+0,001 0,01+£0,001
Pancreas 1,34 £ 0,57 0,53+£0,01 0,32 +£0,03 0,22 £ 0,02
Osso 37,18 + 6,50 68,03 + 7,28 78,46 + 7,91 56,84 +£10,56
Sangue Total 12,18 £2,91 6,31+1,41 0,34 +0,07 0,12 £ 0,02

Os dados que destacamos na tabela acima estdo representados na figura 27
como perfis de biodistribuicdo do radioisotopo

177LU3+.
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Figura 27 — Perfis de biodistribuicdo do radioisétopo *"’Lu** medida em

porcentagem de atividade por 6rgédo ou tecido, nos tempo 1, 4 ,24 e 48 horas apos a
administracdo intravenosa. Camundongos Swiss, n=5.
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Tabela 18 — Dados de biodistribuicdo do radioisétopo *"’Lu** apresentados como
média da porcentagem de atividade por grama de tecido + desvio padrdao. Tempos 1,
4, 24 e 48 horas ap0s a administracdo intravenosa. Camundongos Swiss n=>5.

Tempo (horas)

ORGAOS
1 4 24 48
Cérebro 0,14 + 0,04 0,10 + 0,04 0,05 +£0,02 0,05+0,01
Pulméo 3,54+1,38 2,45 +0,28 0,77 £0,09 0,50 + 0,06
Coracao 1,97 £0,23 1,21 +£0,20 0,50 £0,15 0,38 +0,12
Baco 1,22 +0,36 1,46 £0,27 0,91 +0,48 0,92+0,11
Figado 2,72 +0,44 4,05 + 0,59 1,86 +0,16 2,30+£0,12
Estdbmago 2,94 +0,54 2,07 £0,19 1,69+0,41 1,04 £0,21
Musculo 1,01+£0,12 0,38 + 0,03 0,18 £0,03 0,12 + 0,04
Rins 3,85+0,42 6,43 +1,22 3,35+0,72 4,10+£0,21
I. Delgado 3,83+0,74 3,16 + 0,47 1,05+0,15 0,98 +0,14
I.Grosso 1,48 £0,20 4,58 + 0,57 0,46 + 0,06 2,12 +0,33
Adrenais 2,29+0,50 1,94 +£0,28 0,60 £0,04 0,81+0,11
Pancreas 2,14 £0,22 0,98 +£0,12 0,46 £ 0,04 0,39+£0,13
Osso 10,72 £2,08 18,15+2,18 23,53 +1,33 17,53 £ 3,39
Sangue / mL 4,35+2,01 2,08+1,11 0,14 £ 0,03 0,06 £ 0,01

Os dados que destacamos na tabela acima estédo representados na figura 28

como perfis de biodistribuicdo do radioisétopo *""Lu*".
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Figura 28 — Perfis de biodistribuicéio do radioisétopo *""Lu**

medida em porcentagem
de atividade por grama de tecido, nos tempo 1, 4 ,24 e 48 horas apos a

administracdo intravenosa. Camundongos Swiss, n=5.

As figuras 27 e 28, ilustrando os perfis de biodistribuicdo do radioisétopo
Y7 u®* apresentam um padrdo totalmente diverso em relacdo ao padrdo de
biodistribui¢cdo do radiofarmaco, conforme evidenciado nas figuras 23, 24, 25 e 26.

Como pode ser evidenciado nas figuras 27 e 28, a altissima impregnacgéo do
radiois6topo no tecido 6sseo contrasta com a alta impregnacdo do radiofarmaco
17 u*-DOTATATO nos tecidos com receptores para somatostatina e nos rins (que
além de receptor positivo para somatostatina, tem alta impregnacdo devido ao
mecanismo de reabsorcéo tubular).

O que vemos nas figuras 27 e 28, no perfil de biodistribuicdo do *"’Lu®" no
0SS0, € uma impregnacao lenta, mas progressiva, que se completa por volta da 242

hora. E evidente também que este perfil, se considerarmos os desvios padrdes dos



115

dados, praticamente ndo se modifica ao longo de 48 horas, 0 que indicaria um longo

7 u** no osso.

tempo de residéncia do radiois6topo

No estudo ndo-invasivo, a sequéncia de imagens cintilogréficas (Fig. 29),
mostra a rapida transferéncia e a alta impregnacdo do radiofarmaco no tumor
destacado no dorso, mas, sobretudo, nos rins e na bexiga.

A rapida transferéncia do radiofarmaco para os rins € produto da sua alta
hidrofilicidade. Mais importante, entretanto, devido a possiveis repercussoes clinicas,
€ a alta impregnacdo do radiofarmaco, observada na figura abaixo como alta
densidade de cor nos rins.

Esta alta impregnacéo do radiofarmaco nos rins, evidenciada durante toda a
série de imagens, que pode ser compreendida tanto pela afinidade pelo receptor de
somatostatina presente neste 6rgado, como pelo mecanismo de reabsorcédo tubular, &
um indicativo da potencialidade nefrotoxica do radiofarmaco.

Isso sugere que os estudos farmacocinéticos e dosimétricos do radiofarmaco
7 u**-DOTATATO tenham os rins como foco de atencéo, uma vez que este 6rgéo

esta mais exposto aos efeitos radiocitotoxicos do que os demais tecidos.
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Figura 29 — Imagens cintilograficas de camundongo Nude apds a administracdo do
7Lu*-DOTATATO.
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3.3 Conclusdes

De acordo com os dados apresentados e discutidos neste capitulo sobre a

biodistribuicdo do radiofarmaco *"’Lu®*-DOTATATO, in vivo em modelo animal,

podemos concluir que:

1.

O modelo animal utilizado para o desenvolvimento tumoral necessita ser
aprimorado para que haja maior controle na uniformidade em relacéo ao
tamanho dos tumores.

A realizacdo preliminar de uma analise farmacocinética da curva de
clareamento sanguineo do radiofarmaco, em modelo animal adequado, &
essencial para que se possa pré-determinar os tempos de amostragem
para a realizacdo de experimentos de biodistribuico.

Os dados de biodistribuicdo evidenciam a especificidade do radiofarmaco
17 u**-DOTATATO pelos érgdos/tecidos que expressam receptores para
somatostatina, dentre eles, destacou-se o pancreas, o0 estdmago, 0
pulméo, as adrenais, 0s rins e o tumor.

Y7Lu*" mostram a alta

Os dados de biodistribuicdo do radioisotopo
afinidade deste radiois6topo pelo tecido ésseo.

A alta impregnacéo do radiofarmaco *"’Lu**-DOTATATO nos rins faz com
que este 6rgdo deva ser considerado o alvo para estudos farmacocinéticos
e dosimétricos que avaliem a potencialidade terapéutica do radiofarmaco,

com minimizacao dos possiveis efeitos radionefrocitotdxicos.
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