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ESTUDO COMPARATIVO DA MARCACAO DO ANTICORPO ANTI-CD 20 COM

188Re

Carla Roberta de Barros Rodrigues Dias

RESUMO

A Medicina Nuclear é uma modalidade de particular importancia em oncologia e a
investigacdo de novos radiofarmacos direcionados a tumores, seja para diagnéstico
e/ou terapia, € uma area de interesse para os pesquisadores. Rituximab (RTX) é um
anticorpo monoclonal (AcM) quimérico (IgG 1) que se liga especificamente ao
antigeno CD20 com alta afinidade e tem sido usado com sucesso para tratar Linfoma
N&o-Hodgkin (LNH) de células-B. O antigeno CD20 é expresso sobre mais de 90%
dos LNH de células-B. Tecnécio-99m (**"Tc) e rénio-188 (**®Re) representam um
atrativo par de radionuclideos para uso médico devido as favoraveis propriedades de
decaimento para diagnéstico (*™Tc: Ty, = 6 h, radiacdo y = 140 keV) e terapia
(*®¥Re: Ty, = 17 h, radiacdo B~ méxima = 2,12 MeV) e por causa de sua
disponibilidade gracas aos sistemas de geradores correspondentes *’Mo/*™Tc e
188V//*%8Re. Estes dois radionuclideos podem ser conjugados aos anticorpos usando
métodos quimicos similares. O objetivo geral deste trabalho foi estudar a marcagéo
do AcM anti-CD20 (Rituximab) com o radioisétopo '®Re usando duas técnicas:
método direto de marcacdo [***Re(V)] e método de marcacéo via niicleo carbonila
[*%8Re(l)]. Além do controle de qualidade, o anticorpo radiomarcado foi submetido a
estudo bioldgico in vivo, in vitro e ex vivo. Para a marcacgéo direta, o RTX foi reduzido
pela incubagcdo com o agente redutor 2-mercaptoetanol para a geracao de grupos
sulfidrilas (-SH) e posteriormente marcado com **®Re(V), fazendo-se um amplo
estudo de variaveis para se chegar a uma formulagdo otimizada. Para a marcagéo
usando o nucleo carbonila foram usados os radioisétopos *™Tc e '*®Re e dois
procedimentos de radiomarcacdo: (1) RTX nativo marcado com *™Tc(l) e (2) RTX
reduzido (RTXeq) marcado com *°™Tc(l)/**®Re(l). Também foi feito um estudo de
variaveis para se chegar a formulacédo otimizada. O método de controle de qualidade
para avaliacdo da pureza radioquimica mostrou um bom rendimento de marcacgao
(93%) para o método direto. Na marcacdo com o nucleo carbonila, os resultados
mostraram que 0s grupos -SH do anticorpo reduzido sdo uma possivel via de
ligacdo. A formacdo do composto *"Tc(1)-RTXeq foi mais rapida do que '*Re(l)-
RTXed, que por sua vez mostrou melhor estabilidade em plasma humano e nenhuma
transquelacdo no desafio a histidina ou cisteina. Os dois compostos mostraram boa
afinidade de ligacdo e uma biodistribuicdo em camundongos portadores de tumor
coerente com a biodistribuicdo normal do anticorpo e razoavel captacdo no tumor
provando a eficiéncia do método de marcagao e potencial uso clinico.



COMPARATIVE STUDIES OF ANTIBODY ANTI-CD20 LABELED W ITH **®Re

Carla Roberta de Barros Rodrigues Dias

ABSTRACT

Nuclear Medicine is an unique and important modality in oncology and the
development of new tumor-targeted radiopharmaceuticals for both diagnosis and
therapy is an area of interest for researchers. Rituximab (RTX) is a quimeric
monoclonal antibody (mAb) (IgG 1) that specifically binds to CD20 antigen with high
affinity and has been successfully used for the treatment of Non-Hodgkin Lymphoma
(NHL) of cell B. The CD20 antigen is expressed over more than 90% of cell B NHL.
Technetium-99m (**"Tc) and rhenium-188 (**Re) are an attractive radionuclide pair
for clinical use due to their favorable decay properties for diagnosis (**"Tc: T1, = 6 h,
y radiation = 140 keV) and therapy (***Re: Ty, = 17 h, maximum B~ energy = 2.12
MeV) and to their availability in the form of *Mo/**"Tc and %8w/™®*®Re generators.
The radionuclides can be conjugated to mAb using similar chemical procedures. The
aim of this work was to study the labeling of anti-CD20 mAb (RTX) with *¥Re using
two techniques: the direct labeling method [**®Re(V)] and the labeling method via the
carbonyl nucleus [**®Re(l)]. Besides the quality control, the radiolabeled mAb was
submitted to in vivo, in vitro and ex vivo biological studies. For the direct labeling,
RTX was reducing by incubation with 2-mercaptoethanol for generating sulphydryl
groups (-SH) and further labeled with **Re(V), in a study of several parameters in
order to reach an optimized formulation. The labeling via the carbonyl nucleus both
9MT¢ and '¥Re were employed through 2 different procedures: (1) labeling of intact
RTX with ®™Tc(l) and (2) reduced RTX (RTXeq) labeled with ®™Tc(1)/*¥Re(l). Also a
parameter study was performed to obtain an optimized formulation. The quality
control method for evaluating the radiochemical purity showed a good labeling yield
(93%) for the direct method. The labeling method via carbonyl group, the results
showed that the —SH groups of RTXeq are a possible way of labeling. The formulation
of ®™Tc(1)-RTX,eq Was faster than **®Re(1)-RTXeq, that on the other hand showed
better stability in human plasma and no transquelation in the cysteine or histidine
challenge studies. Both compounds showed good binding affinity and a biodistribution
in mice bearing tumor compatible with the normal mAb distribution and a reasonable
tumor uptake proving the efficiency of the labeling and the potential clinical use.
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do tartarato. Os resultados sdo expressos como meédia = DP: n = 3 para
todas as Massas de tartarato.............uuuueeeiiiiiiiie e
FIGURA 17 Pureza radioquimica (%) de acordo com a variacdo do tempo
de reacdo. Os resultados sdo expressos como média + DP: n=1paral5e
120 min; n = 2 para 30 min e n = 3 para 60 min. A atividade foi de 519,7
MBQ/14 mCiepH59+£0,8(mMédiazDP, N=7)..ccoiiiiiriiiiiiiciieeeee e,
FIGURA 18 Estabilidade da marcacdo da formulacdo padrdo em relacéao

ao tempo e temperatura. No grafico estd expressado a meédia dos
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resultados, para 4h,n =2 (TA)en =1 (GE); para6 h,n=2 (TAe GE) e
N=1 (GS)epara24h, N =2 (TA/GE/ GS)...ccotrrrrrrrrrreiiiiiiiee e eeeeeeeeeeeeeiiainns
FIGURA 19 Curva de eluicdo do (A) Na'®®ReO,, (B) '**ReO, e (C)
1B8REe(V)RTXred €M PBS 0,1 MOLL™ ..o
FIGURA 20 Controle de qualidade do RTX,y (1 mg) marcado com
1%8Re(V). Curvas de eluicdo apés o tempo de reacdo de 1h (A) e
estabilidade ap6s 1h (B) e 4h (C) de incubacdo a 37 T........coevvvvvvvvvvvvvnnnnn ...
FIGURA 21 Controle de qualidade do RTXq (0,25 mg) marcado com
1%8Re(V). Curvas de eluicdo apés o tempo de reacdo de 1h (A) e
estabilidade apos 1h de incubacédo a 37T (B) e apds 6 h em gelo seco (C).
FIGURA 22 Perfil cromatografico nos 10 cm do papel Whatman 3MM da

marcacdo apos 1h de reacdo ( —); marcacdo apds purificacdo (" );
reacao com cisteina apos 1h ( ), reacdo com cisteina apos 4h (—) e

reacao com cisteina apos 24h ( ) et —————————
FIGURA 23 Razéo tumor:ndo-tumor calculada para os camundongos nude,
com tumor de células Raji, injetados com *Re(V)-RTXeq. As razdes foram
calculadas para o0s tempos de 24, 48 e 72 h apoés
][ 0= Lo TSRS
FIGURA 24 Imagem cintilografica obtida em um camundongo CD1-fox1™,
portador de tumor (seta vermelha) induzido com células Raiji, injetado i.v.
COM PBBRE(V)-RT X e vrveverieseeteteeeeees et seeesereeeee st see st eee s s s e e ee et ees et aeaen e,
FIGURA 25 Cromatograma do **"T¢(CO)s, apés o preparo, obtido em uma

coluna de FPLC Superdex 75. O pico relativo as impurezas ficou entre 18 —

FIGURA 26 Cromatogramas do °™Tc(CO)3s-RTXa usando o sistema FPLC
com uma coluna Superose 12 ap6s 3 h (A) e 24 h (B) de incubacéo a 37<C.
Neste sistema, 0 R; correspondente ao RTX,5: € de 11,68 £+ 0,06 min e os
picos entre 17 — 23 min correspondem as impuUrezas............ccevvveeevvvvennnnnnnnns
FIGURA 27 Cromatogramas do **"Tc(CO);-RTX,eq Usando o sistema FPLC
com uma coluna Superose 12 apos 3 h de incubacgéo a 37C. Reacdo com
100 pg de RTXeq (A) € reagdo com 250 pug de RTXeq (B). Os R; de 8,37 e
8,47 min correspondem ao RTXq marcado e 0s picos entre 16,47 — 25,48
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FIGURA 28 Cromatograma do **Re(CO)s, ap6s o preparo, obtido em uma

coluna de FPLC Superose 12. Os picos apareceram entre 18,25 e 30,80

FIGURA 29 Efeito do tempo de incubacgéo no rendimento de marcacéo do
RTXreq USANAO EPRE(CO) 3. ... vttt ettt
FIGURA 30 Cromatogramas do '®Re(C0O)s-RTX.q Usando o sistema
FPLC com uma coluna Superose 12 apés 3 h (A) e 24 h (B) de incubacédo
a37C. OR;=11,49 £ 0,08 min corresponde ao RTX;,q marcado e 0s picos
entre 17,78 — 30,68 min correspondem as impUrezZas..........ccccuevvvvvvvnrnnnneennnns
FIGURA 31 Efeito do tempo de incubagéo no rendimento de marcagéo do
9MTc/*%8Re(CO)s-RTXeq. Os valores representam a média + DP. Para
®MTe:n=2@Bh)en=7®e24h)epara’®Re:n=2(6e48h)en=3(3

FIGURA 32 Cromatogramas do ®Re(C0);-RTXeq usando o sistema FPLC
com uma coluna Superose 12 antes da purificacdo (A) (O 17 h de
incubacao) e apos purificagdo (B) em uma coluna Bio-Spin 6. Na figura (A)
0 R; = 11,43 min corresponde ao RTX;eqg marcado e os picos entre 15 e 35
min correspondem as impurezas. Na figura (B) o R; = 11,47 min
corresponde ao RTXieq MArCaAUO........ccuvvuiiiieiiiiiiie e
FIGURA 33 Deslocamento do ®™Tc(C0O)s-RTXeq (A) € *8Re(CO)3-RT X eq
(B) na presenca de histidina (n = 5 e n = 4 para *"Tc e '*Re,
respectivamente) e cisteina (n = 3 e n = 4 para P™Tc e '*Re,
respectivamente). Os valores do gréafico representam a média £ DP.............
FIGURA 34 Estabilidade do **™Tc/**®Re(C0O)3-RTX;eq N0 plasma humano.
Os valores representam a média + DP: n = 4 para *"Tc e n = 3 para

FIGURA 35 Curva de saturacéo do *™Tc(CO)s-RTXeq (A) (Kg=8,0 nmol.L™)
e ®®Re(C0)3-RTXeq (B) (Kg = 6,5 nmol.L™) para células Raji..............co.........
FIGURA 36 Raz&o tumor:ndo-tumor calculada para os camundongos
nude, com tumor de células Ramos, injetados com **"Tc(CO)s-RTXeq €
com ¥Re(C0O)s-RTXeq. As razdes foram calculadas para os tempos de 4 h
(A), 24 h (B) e 48 h (C) apés injecdo. Os valores do tumor do lado

esquerdo foram usados para 0 CalCUlO...........cccoeviiiiiiiiiiice e
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FIGURA 37 Imagem SPECT/CT obtida de um camundongo CD1-foxn1™
portador de tumor induzido com células Ramos injetado i.v. com
188Re(C0O)s-RTXes. As imagens (A) e (B) correspondem a duas
reconstrucdes diferentes do mesmo animal. As setas brancas indicam a
localizag&o do tumor no flanco direito e esquerdo do animal...............cc.........
FIGURA 38 Autoradiograma ex vivo (A): secdo representativa do tumor
apos injecdo do *®Re(CO)3-RTXeq. In vitro: secbes do tumor incubado
somente com **"Tc(CO)s-RTXeq (B) ou incubado com #™T¢c(CO)s-RT X eq €

excesso de RTXp, para bloqueio do receptor CD20 (C).vvvvvveeeeeeeeeieiiiiiieiieenes
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1. INTRODUCAO

Anticorpos radiomarcados sao importantes reagentes clinicos para
imagem e tratamento de tumor e ganharam destaque no tratamento de
malignidades hematoldgicas. O exemplo mais importante dessa aplicacdo € o uso
do anticorpo monoclonal (AcM) quimérico anti-CD20 para tratar Linfoma N&o-
Hodgkin (LNH) de células-B.

Radiofarmacos terapéuticos sdo desenvolvidos com a finalidade de
liberar altas doses de radiacdo ionizante em sitios especificos de doengas no
corpo, poupando, contudo, tecidos ndo-alvos. A radiagcdo emitida pelos AcM
radiomarcados propicia efeitos biologicos importantes que explicam a eficiéncia
da radioimunoterapia (RIT) comparada com a terapia usando apenas AcM néao-
marcado (imunoterapia).

Radionuclideos emissores {7, tais como iodo-131 (**!), rénio-188
(*®Re), itrio-90 (*°Y), lutécio-177 (*'’Lu) e hdlmio-166 (**°Ho) s&o uteis para o
desenvolvimento de radiofarmacos terapéuticos. Dentre estes, o ***Re é objeto de
estudo da Diretoria de Radiofarmacia (DIRF) do Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares (IPEN-CNEN/SP) e de grande interesse pela classe
médica, além de fazer parte de um projeto coordenado pela Agéncia Internacional
de Energia Atdmica (AIEA). O '%®Re emite B~ de alta energia e tem como
vantagem, em relacdo ao Y, a emissdo de raio-y que permite otencdo de
imagem.

Sao poucas as publicages relacionadas a marcacdo de AcM com
1%8Re, fato este relacionado & dificil quimica de reducdo deste elemento
radioativo. Baseado nisso, 0 presente estudo apresenta resultados da marcacao
do AcM quimérico anti-CD20 (Rituximab) com o radioisétopo **®Re, obtidos por
meio de duas técnicas: a “marcacdo direta” e a inovadora técnica chamada de
“ndcleo carbonila”, podendo contribuir para a incorporacdo deste radioisotopo na

realidade da Medicina Nuclear brasileira.
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1.1 Linfoma Nao-Hodgkin (LNH)

Os o6rgaos e tecidos que compdem o sistema linfatico incluem
linfonodos, timo, baco, amigdalas, medula éssea e tecidos linfaticos no intestino.
A linfa, um liquido claro que permeia estes tecidos, contém proteinas e células
linféides. Ja os linfonodos (ganglios) sdo encontrados em todas as partes do
corpo, principalmente no pescoco, virilha, axilas, pelve, abdome e térax;
produzem e armazenam leucocitos denominados linfocitos. Existem trés tipos de
linfécitos: os linfécitos B (ou células B), os linfocitos T (ou células T), e os
linfécitos grandes granulares - as células "natural Kkiller" (células NK ou
exterminadoras naturais) (Site 1).

Cada um destes trés tipos de células realiza uma funcéo especifica no

combate a infec¢des, e também tém importancia no combate ao cancer:

¢ Os linfécitos B reconhecem as células e os corpos "estranhos" (por
exemplo, bactérias que invadiram o0 organismo). Quando estas células
entram em contato com uma proteina estranha (por exemplo, na superficie
das bactérias), produzem anticorpos, que se "fixam" na superficie da célula
estranha levando a sua destruicéo (Site 2).

¢ Em condicbes fisiolégicas, a maioria dos linfécitos que circulam no
organismo séo linfocitos T. O seu papel é reconhecer e destruir as células
anbmalas (por exemplo, as células que foram infectadas por um virus)
(Site 2).

¢ As células NK sao parte da imunidade celular mediada. Elas podem atacar
a ceélula hospedeira, ttm como alvo as células tumorais e protegem contra

uma larga variedade de agentes infecciosos (Site 3).

Os linfomas séo definidos como neoplasias do sistema linféide que
comprometem preferencialmente os ganglios linfaticos ou outros tecidos linfoides.
Pode-se diferencia-los dentro de dois grupos bem estabelecidos: linfomas tipo
Hodgkin (LH) e tipo ndo-Hodgkin (LNH) (Alvarez et al., 2008).

Em geral, face a natureza circulatéria da linfa, os linfomas s&o

considerados doencas que afetam todo o organismo, e ndo apenas a area
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visivelmente afetada pelos ganglios aumentados. A estas situagdes clinicas da-se
0 nome de "doengas sistémicas". S&o fundamentalmente os LNH os que
produzem comprometimento extraganglionar com mais frequéncia, podendo
acometer tecidos linféides situados em diferentes localizacbes (Alvarez et al.,
2008). O baco e a medula 6ssea sao sitios comuns de formacéo de linfomas fora
dos linfonodos, mas algumas pessoas desenvolvem um linfoma no estbmago, no
figado, na mama, no utero ou, raramente, no cérebro. Na verdade, um linfoma
pode se formar praticamente em qualquer parte do corpo e também é comum que
mais de uma parte do corpo seja afetada pela doenca.

Muitos sintomas de linfoma surgem por causa do inchagco causado
pelas colecdes de linfocitos anormais. Os sintomas dependem da parte do corpo
na qual os inchacos se localizam. Além disso, os linfocitos anormais nao tém
capacidade para desempenhar seu papel no sistema imune do corpo e, sem
tratamento, uma pessoa com linfoma tem maior probabilidade de ter infecgdes.

E importante saber exatamente que forma de LNH um paciente tem,
qual a rapidez de seu desenvolvimento, onde ele se localiza no corpo e até onde

se espalhou. Para definir esses parametros, a doenca é subdividida por (Site 2):

D

¢ Classificagdo ou graduacdo — que informa aos médicos se o LNH

indolente (de baixo grau e crescimento lento) ou agressivo (de alto grau

(¢

desenvolvimento rapido).

¢ Tipo — dentro das categorias de indolente ou agressivo, a doenca ainda €
subdividida em mais de 30 tipos, dependendo da aparéncia histologica das
células colhidas em amostras. Essa definicdo € também conhecida como
‘grau’.

¢ Estadio ou Estagio — conforme o local do linfoma no corpo e até onde ele
se espalhou, a doenca € classificada em estagios I, 11, lll e IV. O estagio |
corresponde a doenca mais limitada, e o estagio IV, a mais avancada.
Também é agregada uma subdivisdo destes estagios aos pacientes com
certos sintomas relacionados a doenca, chamados sintomas B, tais como
febre, sudorese noturna, perda de peso significativa. Exemplo: se um
paciente tem doenca avancada (estagios Il ou IV), e tem sintomas B,

determina-se o estadiamento como IlIB ou IVB.
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Em 1994, o Grupo Internacional de Estudo de Linfomas propés uma
classificacdo de varios grupos uniformes de linfoma, levando em consideracéo as
diferencas morfologicas, histopatoldgicas, fenotipicas, anatdbmicas e os dados
clinicos. Dependendo do critério de malignidade e o indice progndéstico, uma
estratégia de tratamento é definida e avaliada. Muitos dos linfomas séo de células
B (85% dos LNH em adultos). Eles podem ser classificados como (Djavanmardi et
al., 2008):

¢ Linfoma folicular

¢ Linfomas de células do manto

¢ Linfomas de margem extra-nodal de tecido linféide associado com
membrana mucosa (MALT)

¢ Outros linfomas de pequenas células

+ Linfoma de Burkitt

O linfoma nao-Hodgkin (LNH) se torna cada vez mais comum com a
idade sendo que a maioria dos pacientes diagnosticados se encontra na meia
idade ou acima. A média de idade a época do diagnéstico € de 65 anos, mas a
doenca pode afetar tanto adultos, jovens, quanto criangcas muito pequenas (Site
2).

A incidéncia de uma doenca €, estritamente, representada pelo nimero
de novos casos surgidos a cada ano na populacdo. Trata-se de uma medida para
avaliar o qudo comum é a doenca. A incidéncia do LNH vem aumentando
substancialmente, embora as razdes para isso ainda ndo estejam esclarecidas.
Se 0 numero de casos continuar a crescer as taxas atuais, o0 LNH terd uma
incidéncia semelhante aquela para cancer de mama, de célon, de pulmao e de
pele por volta de 2025 (Site 2).

Entre 1973 e 1991 a incidéncia de LNH aumentou cerca de 73%,
ficando no ranking da 5° malignidade mais comum nos Estados Unidos apos
prostata, mama, pulmdo e céncer de célon. O LNH é mais comum em
Caucasianos do que em Afro-americanos e Asiaticos-americanos, € mais em

homens do que em mulheres (Wood, 2001).
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No mundo, o ndmero de casos novos de LNH é cerca de 287 mil,
sendo que aproximadamente 60% ocorrem em homens. As maiores taxas de
incidéncia encontram-se nas regides desenvolvidas (América do Norte, Europa,
Australia e Nova Zelandia). As menores taxas sao observadas no centro sul e na
parte oriental da Asia. O numero de casos de LNH vem aumentando
especialmente em pessoas idosas (Site 4).

A sobrevida média varia de acordo com o tipo celular e o estagio da
doenca. Em geral, nas regibes desenvolvidas, a sobrevida média cumulativa em
cinco anos é em torno de 53%. Nas regides menos desenvolvidas, a sobrevida é
50% (Site 4).

Os fatores de risco ainda ndo s&o totalmente conhecidos, mas
possivelmente estdo relacionados a reducédo da funcdo do sistema imunoldgico
(como, por exemplo, em pessoas com 0rgdos transplantados) e exposicdo a
agentes infecciosos. O HIV (Human Immunodeficiency Virus) e o HTLV-1 (Human
T-cell Lymphotropic Virus type 1) estdo associados a um aumento do risco dos
LNH. Na Africa, os linfomas de Burkitt s&o causados, em parte, pelo virus Epstein-
Barr. Outros fatores de risco estao relacionados a exposi¢cdo ocupacional, como o
uso de herbicidas, pesticidas fertilizantes e outros agentes quimicos (Site 4).

Nos ultimos 25 anos, o numero de casos no Brasil praticamente
dobrou, especialmente em pessoas acima de 60 anos. A estimativa de novos
casos divulgada pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA/RJ) para o ano de 2009
foi de 9.100, sendo 4.900 novos casos para homens e 4.200 para mulheres. Ao
passo que o numero de mortes no ano de 2007 foi de 3.593, sendo 2.036 homens
e 1.557 mulheres (Site 5).

O LNH varia em curso clinico, prognostico, e gerenciamento
dependendo do subtipo histolégico, massa tumoral e outros fatores paciente-
especifico. Estudos clinicos, incluindo anticorpos monoclonais, estdao sendo
correntemente examinados sozinhos ou em combinacdo com outras modalidades
para identificar efetividade e regimes de tratamento tumor-seletivo para prolongar

a sobrevida em pacientes com LNH (Wood, 2001).
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1.2 Anticorpos

1.2.1 Conceitos basicos

Anticorpos (Ac), ou imunoglobulinas (lg), sdo glicoproteinas
sintetizadas e excretadas por células plasmaticas derivadas dos linfécitos B, os
plasmacitos, presentes no plasma, tecidos e secrecdes e que atacam proteinas
estranhas ao corpo, chamadas de antigenos, realizando assim a defesa do
organismo (imunidade humoral) (Site 6). A combinacdo de um anticorpo com seu
antigeno inicia uma resposta imunolégica complexa que usualmente resulta na
destruicdo ou eliminacdo do antigeno. Um epitopo € uma por¢cao pequena restrita
da molécula de antigeno que determina a especificidade da reacdo antigeno-
anticorpo. Um unico antigeno pode ter multiplos determinantes antigénicos, cada
qual pode estimular um ou mais linfécitos B (Keenan et al., 1985; Malik & Lillehoj,
1994).

Estruturalmente, imunoglobulinas ou anticorpos sdo moléculas
simétricas em forma de “Y” com um peso molecular de aproximadamente 150 kDa
consistindo de quatro cadeias de polipeptideos ligadas covalentemente por
pontes dissulfidricas (S-S). S&o duas cadeias pesadas (H - heavy) idénticas (entre
55 kDa e 70 kDa) e duas cadeias leves (L - light) idénticas (23 kDa), como mostra
a FIG. 1 (Stern & Herrmann, 2005; Goding, 1986; Ulrich et al., 2008). Cadeias
leves e pesadas sdo mantidas unidas pela combinacdo de interacdes néao-
covalentes e pontes dissulfidricas covalentes intercadeias, formando uma
estrutura bilateralmente simétrica. A regido da dobradi¢ca (hinge region) é a area
das cadeias pesadas entre o primeiro e segundo dominio da regido constante e é
unida por pontes dissulfidricas (Thermo Scientific Science, 2009). Em cada cadeia
leve e pesada, os 110 aminoacidos da porcdo amino-terminal constituem um
dominio variavel (V — variable) que sdo designados VL para as cadeias leves e
VH para as cadeias pesadas. Dentro de cada regido variavel encontram-se trés
segmentos hipervariaveis (regides determinantes de complementaridade), que
juntamente com os dominios VL e VH criam o sitio de ligacdo ao antigeno. O
remanescente de cada cadeia leve consiste de um dominio constante unico (CL)

e o restante de cada cadeia pesada contém trés ou quatro dominios constantes
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(CH). A parte constante é identicamente encontrada em todas as imunoglobulinas

do mesmo isotipo (Stern & Herrmann, 2005; Goding, 1986).

Regiao Fab

Dobradica
Ssf -
CH,| |CH,
Cadeia pesada
(regiao Fc)
CH,| |CH,q
CH,| |CH,
C C

FIGURA 1. Estrutura basica das imunoglobulinas. A regidao N terminal (N) é a
regido de ligacdo do antigeno, compreendendo regides variaveis de ambas as
cadeias leve (VL) e pesada (VH). A cadeia pesada contém uma longa regiao
constante, composta da regido Fc (fragmento cristalizado), que compreende a
extremidade C-terminal (C), e por uma regido CH1 apo6s a dobradica. A cadeia
leve também tem uma porcao constante (CL) e uma porcéo variavel (VL) (Ulrich
et al., 2008).

As cadeias leves podem ser do tipo k (capa) ou A (lambda). Ja as
cadeias pesadas definem a classe e as propriedades funcionais do anticorpo,
podendo se apresentar de cinco formas ou isotipos, sendo elas: IgA, IgD, IgE, IgG
e IgM. Os diferentes tipos se diferenciam pelas suas propriedades biologicas e
estruturais distintas (Site 6). Cada classe ou isotipo comporta um diferente
conjunto de mecanismos efetores para a eliminagdo do antigeno, uma vez que
este é reconhecido. Como cada classe de uma molécula de imunoglobulina é
determinada pelas suas cadeias pesadas, entdo IgA, IgD, IgE, IgG e IgM
possuem cadeias pesadas definidas pelas letras gregas q, 9d, €, y e u (alfa, delta,

épsilon, gama e mi), respectivamente (Goding, 1986).
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A digestdo das imunoglobulinas com papaina e pepsina da origem aos
fragmentos classicamente conhecidos na literatura: Fab (fragmento de ligacéo
com antigeno), (Fab), e Fc (fragmento cristalino). Os produtos da digestdo com
papaina (a quebra da molécula ocorre depois da ponte S-S, mantendo os dois
fragmentos Fab unidos por essa ponte) sdo os fragmentos | e Il, chamados Fab,
regido que interage com o antigeno, e a regido Fc, responsavel pela interacao
com receptores celulares e com as proteinas do sistema complemento. A fracédo
Fab é constituida de parte da cadeia H e mais a cadeia L, contém os dominios
variaveis, que consistem de trés sequéncias de aminoacidos hipervariaveis
responsaveis pela especificidade do anticorpo. Estas regides hipervariaveis sado
complementares ao epitopo de um antigeno, sendo denominadas regides
determinantes de complementaridade (CDR - complementarity determining
regions). A fracdo Fc é formada apenas pela cadeia H. Esta regido € reconhecida
pelas células do sistema imune, ligando-se aos receptores da membrana celular
de macrofagos, entre outras células efetoras do sistema imune. Também é
responsavel pela ativacdo do complemento pela via classica, contribuindo no
processo de destruicdo de microorganismos, como também determina o isotipo
do anticorpo (IgA, IgD, IgE, IgG ou IgM). Ja a digestdo com pepsina quebra a
molécula de imunoglobulina antes da ponte S-S, isto é, préximo a regido da
dobradica, originando dois fragmentos, sendo um deles o fragmento bivalente que

se liga ao antigeno (Fab), (Stern & Herrmann, 2005).

1.2.2 Mecanismos de Acao

A resposta imune humoral mediada por anticorpos secretados pelos
linfécitos B leva a destruicdo de organismos extracelulares e previne a
disseminagédo das infecgcdes intracelulares. Dentre as principais maneiras pelas

quais os anticorpos contribuem para a imunidade estdo (Marques, 2005):

¢ Neutralizacdo: A maneira mais simples e direta para 0s anticorpos
protegerem contra agentes patogénicos ou seus produtos toxicos € pela
ligacdo com estes, bloqueando seu acesso as células que podem infectar
ou destruir. Tal mecanismo € conhecido como neutralizacdo e protege

contra toxinas microbianas e contra patdgenos intracelulares como os
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virus, impedindo-os de penetrar nas células onde se replicariam. Os
anticorpos recobrem os sitios toéxicos do agente antigénico, neutralizando-
0.

Opsonizagdo: Em relacdo as bactérias que se multiplicam no meio
extracelular, apenas a ligacdo pelos anticorpos ndo € suficiente para
elimina-las. Neste caso, uma funcdo do anticorpo € a de permitir que a
célula fagocitaria, como neutrofilo e macréfago, ingira e destrua a bactéria.
Alternativamente, os fagdcitos possuem receptores de membrana que
reconhecem a regido Fc dos anticorpos IgG que recobrem a bactéria,
resultando na fagocitose do complexo antigeno-anticorpo. O mecanismo de
revestimento de patdégenos e de particulas estranhas pelos anticorpos é
chamado de opsonizacéo.

Citotoxicidade Mediada por Células Dependentes de A nticorpo —
ADCC: Diversas células, como as NK (Natural Killer), macroéfagos,
neutréfilos e eosindfilos, possuem potencial citotbxico e expressam
receptores de membrana para a regido Fc da molécula do anticorpo (IgG e
IgE). A destruicdo pelas células NK de células alvo recobertas por
anticorpos é denominada citotoxicidade mediada por células dependentes
de anticorpo (ADCC - antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) e
ocorre quando anticorpos ligados a superficie de uma célula interagem
com os receptores Fc nas células NK. Inicia-se entdo a destruicdo
citotoxica das células alvo através da liberacédo de granulos citoplasmaticos
da célula NK contendo perforinas e granzimas.

Ativacdo do complemento: Uma outra funcdo dos anticorpos IgM e IgG é
a de ativar, pela via classica, um sistema de proteinas plasmaticas
conhecido como complemento. Os poros formados pelos componentes
ativos do complemento podem destruir diretamente os microorganismos.
Alguns dos componentes do complemento sdo opsoninas que se ligam ao
antigeno alvo e direcionam os fagocitos que possuem receptores
especificos para estas, promovendo a fagocitose.

Lesdo fisica e lesdo quimica: As células podem morrer de duas formas
diferentes. A primeira por lesdo fisica ou quimica (quimiotaxia): o
complemento induz a quimiotaxia pelos neutrofilos e macrofagos,

causando, assim, a migracdo de grande numero de fagocitos para area
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tecidual adjacente ao agente antigénico e também por danos causados a
membrana (leséo fisica), pelo anticorpo e complemento, que levardo a
desintegracdo celular ou necrose. A segunda forma é conhecida como
morte celular programada ou apoptose, que leva a fragmentacdo do DNA,
a ruptura do nucleo e a modificagbes na morfologia celular. A célula se
autodestréi de dentro para fora, contraindo-se e degradando-se. Essa
degradacédo também leva a destruicdo aos agentes patogénicos que nela
se encontrem, como virus, por exemplo. Desta forma, o mecanismo de
apoptose € preferivel a necrose como meio de eliminagdo celular, pois,
nesta Ultima, os agentes patogénicos intactos séo liberados pela célula
morta, podendo dar continuidade a infeccdo de células sadias, ou podem

parasitar os macrofagos que os ingeriram.

1.2.3 Anticorpos monoclonais

Se um animal, tipicamente um camundongo ou coelho, é imunizado
com um agente antigénico, o soro retirado desse hospedeiro sensibilizado contera
anticorpos contra diferentes epitopos do antigeno. Se os anticorpos sao derivados
de uma populacéo de linfécitos B estimulados e suas células filhas do plasma, o
termo policlonal é aplicado. Todavia, se linfécitos individuais ou células do plasma
podem ser extraidos e clonados em cultura de tecido, cada clone tera o potencial
de produzir uma espécie Unica de molécula de anticorpo, ou um anticorpo
monoclonal (Keenan et al., 1985).

Os anticorpos monoclonais (AcM) podem ser nomeados de acordo com
seu meétodo de producéo (FIG. 2):

¢ AcM murinos: oriundo de células linfocitarias originarias do baco de um
animal (previamente imunizado) fundidas com células tumorais.

¢ AcM guiméricos: sdo cerca de 65 — 90% humanos e consistem de regides
variaveis murinas fundidas a parte constante de um AcM humano.

¢ AcM humanizados: sao cerca de 90% humanos e séo feitos da regiao
hipervariavel de um AcM murino sobre o “esqueleto” de um AcM humano.

¢ AcM totalmente humanos: sao 100% humanos.
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FIGURA 2. Tipos de anticorpos monoclonais: AcM murino; AcM quimérico - fusdo
das cadeias variaveis leve e pesada do anticorpo de camundongo, com as
cadeias constantes humanas, formando moléculas quimeras; AcM humanizado -
0s protocolos mais modernos de humanizagcao preconizam o transplante das CDR
murinas para cadeias variaveis humanas. Esta molécula teria ainda as cadeias
constantes de Ig humanas como na quimera e se apresenta de forma
suficientemente invisivel para o sistema imune (Carter, 2001).

1.2.3.1 Anticorpos monoclonais murinos

Os anticorpos monoclonais resolveram os problemas de especificidade
e reprodutibilidade associados com o tradicional anti-soro (policlonal). Em 1975,
Kohler e Millstein reportaram a primeira fusdo de sucesso entre células normais
de baco produtoras de anticorpos (advindas de um camundongo imunizado com
um antigeno especifico) e células “imortais” de mieloma (Kdéhler & Millstein apud
Malik & Lillehoj, 1994). A célula resultante foi chamada de “hibridoma”. Esses
hibridomas sdo adaptados para crescer em cultura de tecido e sdo capazes de
produzir anticorpos (Malik & Lillehoj, 1994).

Usando a tecnologia de hibridoma, pode-se produzir anticorpos
monoclonais (AcM), originalmente murinos, que reagem somente com um Unico

determinante antigénico. A injecdo de AcM murinos em humanos resulta na
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producdo de anticorpos humanos anti-anticorpos murinos (resposta imune HAMA
— human anti-mouse antibodies) (Allen, 2002). Este HAMA n&o somente inativa e
elimina AcM murinos ap0s administracdes repetidas, como também a formacéo
dos complexos anticorpos-HAMA levam a reacdes alérgicas até choque
anafilatico, limitando a possibilidade de administracdo repetida (Stern &
Herrmann, 2005).

1.2.3.2 Anticorpos monoclonais quiméricos, humaniza dos e totalmente

humanos

Para minimizar a resposta HAMA, 0s avangos recentes na engenharia
de anticorpos levaram a producdo de AcM quiméricos, humanizados e totalmente
humanos (anticorpos humanos) (Allen, 2002; Boswell & Brechbiel, 2007; Chinn et
al., 2003).

A quimerizacao envolve a juncdo dos dominios variaveis de um AcM
murino com o dominio constante de um anticorpo humano. A estratégia da
humanizagdo envolve a transferéncia das regides determinantes de
complementaridade (CDRs) de um anticorpo murino a IgG humana (Carter, 2001,
2006; Robinson et al., 2004).

Além dos anticorpos quiméricos e dos humanizados, outras alternativas
existem para a producdo de anticorpos totalmente humanos, bem como de
reagentes derivados de anticorpos humanos. Através do isolamento de genes
codificantes de varias regibes humanas, como na biblioteca de anticorpos em
fagos e por meio da tecnologia do DNA recombinante, obtém-se um AcM

integralmente humano da classe IgG (Marques, 2005; Robinson et al., 2004).

1.2.4 Aplicacéo dos anticorpos monoclonais na terap ia de tumores
1.2.4.1 O antigeno CD20

CD20 humano é uma molécula de superficie celular de peso molecular
de aproximadamente 33 — 37 kDa com um loop extracelular limitado de 44
aminoacidos. Esta relacionado com a regulacdo do crescimento e diferenciacéo

dos linfocitos B, possivelmente por funcionar como um canal regulador de calcio.
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Sua expressao é restrita as células B desde o estagio celular pré-B até o estagio
tardio de diferenciacdo. Muitas células do plasma, por exemplo, sdo CD20
negativas, todavia, elas podem induzir a expressdao CD20 por cultura com
interferon-y (Eisenberg & Looney, 2005).

O antigeno CD20 é considerado um 6timo alvo na terapia de cancer
baseada em anticorpos por apresentar as seguintes propriedades (Stern &
Herrmann, 2005):

¢ E densamente expressado (cerca de 100.000 moléculas/células) na
maioria das células dos linfomas de células-B, mas ndo em muitas outras
células do corpo;

¢ E expressado na maioria dos linfocitos B excluindo células precursoras
imaturas (permitindo reconstituicdo do compartimento das células B apos
terapia) e células do plasma (permitindo a produgdo continua das
imunoglobulinas);

¢ N&o muda ou internaliza como resposta a ligagdo com o anticorpo,

¢ E essencial na diferenciacéo e proliferacdo dos linfcitos B.

Além do mecanismo geral de acdo bem conhecido (ex, citotoxicidade
celular dependente de anticorpo e citotoxicidade mediada por complemento), a

ligacdo do anticorpo rituximab ao CD20 leva a um influxo do calcio e apoptose.

1.2.4.2 O anticorpo monoclonal Rituximab

Rituximab (MabThera/Roche e Rituxan/Genentech, Biogen) € um AcM
quimérico anti-CD20 produzido por tecnologia recombinante. Ele foi preparado de
um AcM CD20 murino pela combinacdo genética das regides variaveis das
cadeias leve e pesada murinas com regides constantes humanas IgG1l/k (FIG. 3)
(Eisenberg & Looney, 2005).



31

-

Fe
Fab [

Fe

Tipode AcM  Murine Quimérico ‘Humanizado ’H‘"“““-g
Ihriturmomab tiuxetan Cetuximab {EGFR) Trastuzumab (EREBZ); Panitumumak (EGFRY,
(CO204; 1gG1K lgGlK lgGik IgG2
Tositumamab-|** Rituximat (CO20K Bevacizumab (VEGF; 1gG1
ICDE0) Ighiad lgGlx Alemtuzumab (CD5E); 1gG1K
Gemtuzumab czogamicin
[CO33E g

FIGURA 3. A classificacdo dos AcM terapéuticos de acordo com os diferentes
tipos de anticorpos: murino, quimérico, humanizado e humano. Destaque para o
AcM quimérico Rituximab (Imai & Takaoka, 2006).

O Rituximab € composto de duas cadeias pesadas de 451 aminoacidos
e duas cadeias leves de 213 amino&cidos (baseado na anélise do cDNA) e tem
um peso molecular de aproximadamente 145 kDa. Tem uma afinidade de ligacao
para o0 antigeno CD20 de aproximadamente 8,0 nmol.L? ligando-se
especificamente a este antigeno que é expressado pela maioria dos linfécitos B
humano (Scheinfeld, 2006; Cartron et al., 2004).

A imunoterapia tornou-se uma modalidade de tratamento aprovada
para LNH de células-B em 1997, com a aprovacdo do Rituximab pelo “United
States Food and Drug Administration” (US FDA) para o tratamento de LNH de
células-B de baixo grau ou folicular e relapso ou refratario (Chinn et al., 2003;
Milenic et al., 2004). Em menos de um ano depois, Rituximab também foi
aprovado para uso na Unido Européia indicado para LNH de estagio Il/1V,
folicular, quimioresistente ou relapso (dois ou mais relapsos) (Chinn et al., 2003).

Desde sua aprovacdo em 1997 até o ano de 2005, Rituximab foi usado
em mais de 500.000 pacientes com LNH. As indicagbes usuais sao: (a) LNH
refratario de baixo grau de células-B CD20"; (b) retratamento de pacientes com
LNH relapso apoés primeira terapia com Rituximab; (c) primeira linha de tratamento
para LNH folicular combinado com ciclofosfamida (CYP — cyclophosphamide); (d)
terapia de manutencao para estabilidade de LNH induzido por CYP, (e) primeira
linha de tratamento para linfoma difuso de células-B combinado com um regime

CHOP (CYP-prednisona-vincristina-doxorrubicina) e (f) terapia de manutencédo
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para LNH indolente refratario. A eficidcia e seguranca da terapia com Rituximab
em cancer de células-B estimulou o uso deste anticorpo em outros tipos de
doencas, como doencas autoimunes (Gurcan et al., 2009). Rituximab é também
usado para tratar leucemia linfocitica croénica, macroglobulinemia de Waldenstrom
e trombocitopenia idiopatica puarpura (ITP) ou imune (Scheinfeld, 2006).

Quando Rituximab é adicionado a quimioterapia, alta taxa de resposta
e longa sobrevida sem toxicidade clinicamente significante sdo encontradas
(Bienert et al., 2005).

Dados in vitro sugerem que Rituximab induz apoptose, lise mediada
por complemento (CDC — complement-dependent cytotoxicity) e citotoxicidade
celular dependente de anticorpo (ADCC - antibody-dependent cellular
cytotoxicity) e alguns estudos confirmam o envolvimento desses mecanismos in
vivo (Cartron et al., 2004; Hernandez & Knox, 2004).

1.3 A Medicina Nuclear e os Radiofarmacos

A base da técnica de Medicina Nuclear € a administracdo de uma
pequena quantidade de um agente quimico o qual € marcado com uma
quantidade tracadora de um is6topo radioativo, um radionuclideo. Esses agentes
radiomarcados sdo chamados de radiofarmacos (Britton, 1995). Esses
radiofarmacos séo rotineiramente usados em Medicina Nuclear e quase todos sdo
administrados via injecdo intravenosa. Os radiofarmacos séo, muitas vezes,
pequenos compostos organicos ou inorganicos com composicao definida.
Também podem ser macromoléculas tais como anticorpos monoclonais e seus
fragmentos marcados com um radionuclideo. Dependendo de sua aplicacéao
meédica, radiofarmacos podem ser divididos em duas classes primarias:
diagnostica e terapéutica, sendo que mais de 85% dos radiofarmacos séo usados
com propasitos diagnosticos, enquanto que o restante € usado para aplicacdes
terapéuticas (Liu, 2008; Junnotula, 2006).

Esses radiofarmacos para diagnéstico sdo projetados para indicar uma
func@o normal ou um disturbio do 6rgéo, tecido ou sistema para o qual eles foram
escolhidos (Britton, 1995).

As técnicas de imagem em medicina nuclear tais como tomografia

computadorizada por emissao de foton Unico (SPECT - single photon emission-
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computed tomography) e tomografia por emissdo de pdsitrons (PET - positron
emission tomography) fornecem informacbes das mudancas funcionais e
metabdlicas relacionadas aos processos patologicos (Papathanassiou & Liehn,
2008). Essas técnicas de imagem sdo de grande valor clinico para o
reconhecimento precoce da presenca e extensdo das malignidades baseadas no
fato que as mudancas bioquimicas geralmente precedem as mudancas
anatdmicas (Hamoudeh et al., 2008).

O objetivo de uma aplicacdo diagnostica é a descricdo detalhada da
estrutura morfoldgica, e também da funcao fisiologica, dos 6rgaos ou tecidos por
meio do acumulo do radiofarmaco. Um radiofarmaco com propésito diagnostico &
composto por uma molécula marcada com um isétopo emissor-gama para SPECT
ou com um isO6topo emissor de positrons para PET. Em geral, esses
radiofarmacos sdo usados em baixas concentracdes e nao devem causar nenhum
efeito farmacoldgico. Também s&o Uteis para o acompanhamento da eficacia de
um tratamento terapéutico especifico (Liu, 2008).

Radiofarmacos terapéuticos sdo moléculas radiomarcadas designadas
para liberar doses terapéuticas de radiacdo ionizante para o sitio especifico da
doenca (mais frequentemente cancer) (Volkert & Hoffman, 1999; Liu, 2008). Os
principais obstaculos para a radioterapia com radiofarmacos assumir um papel
mais amplo na pratica clinica sdo a disponibilidade dos isétopos terapéuticos e
técnicas para sua localizacéo especifica nos tecidos doentes, tais como tumor. A
administracdo sistémica dos radiofarmacos que sdo designados para alvos
especificos liberando o radionuclideo terapéutico aos sitios tumorais fornece
oportunidades para o tratamento de tumores metastaticos disseminados.
Idealmente, radiofarmacos terapéuticos devem localizar-se em sitio tumoral em
concentracdo suficiente para liberar uma dose de radiagédo citotoxica as células
tumorais, e a0 mesmo tempo clarear rapidamente do sangue e 0rgdos nao
cancerosos para minimizar danos pela radiacéo aos tecidos normais (Liu, 2008).

Muitas biomoléculas, incluindo anticorpos monoclonais, pequenos
peptideos, ou ligantes ndo receptores de peptideos, tem sido usadas com

sucesso para liberar radionuclideos a alvos especificos (Liu, 2008).
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1.3.1 Imagem radionuclidica

Como mencionado no item 1.3, a imagem radionuclidica é
normalmente dividida em duas modalidades gerais: PET e SPECT. Geralmente,
estudos de imagem incluem imagens estaticas ou dindmicas e testes de funcdes
in vivo. Imagens dinamicas fornecem dados necessarios sobre o movimento
bioldgico dos radioisétopos nos diferentes compartimentos do corpo e 6érgaos.

Os radionuclideos emissores de positrons emitem um elétron positivo a
partir do seu nucleo. Este elétron positivo, por sua vez, percorre uma curta
distancia no tecido e interage com um elétron negativo livre ou fracamente ligado.
O resultado desta interagdo é um elétron positivo e um elétron negativo
aniquilando um ao outro, com as massas sendo convertidas em dois fotons,
consistindo cada um numa energia de 511 keV e sendo formado em direcdes
opostas (Liu, 2008).

Os radionuclideos usados em PET séo tipicamente is6topos com meia-
vida fisica (T1,2) curta e estdo exemplificados na TAB. 1. Estes radionuclideos sao
incorporados a compostos normalmente usados no corpo humano tais como
glicose, acidos graxos ou anticorpos e entdo injetados como radiofarmacos para
visualizar os processos ativos (Van der Vaart et al., 2008).

TABELA 1. Radionuclideos usados na técnica PET.

Radionuclideo Ty (min)  Eg: max (keV) Producéo

Flior-18 110 640 180(p,n)*°F
Carbono-11 20,4 960 “N(p,a)ttc
Nitrogénio-13 9,96 1190 %0(p,0) N
Oxigénio-15 2,07 1720 “N(d,n)**0
Galio-68 68 1077 Gerador ®*Ge/®Ga

O principal radiofarmaco de PET é o [®F]-2-fltor-2-deoxiglicose (*°F-
FDG) que age como um analogo da glicose permitindo a visualizacdo do consumo
da glicose, um processo metabdlico sendo aumentado em muitas malignidades.

A técnica SPECT é baseada na deteccdo da radiacdo gama emitida
pelos radionuclideos (que varia entre aproximadamente 75 — 360 keV). Exemplos

de alguns destes radionuclideos sao apresentados na TAB. 2 (Liu, 2008).
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TABELA 2. Radionuclideos usados na técnica SPECT.

Radionuclideo T12 Ey(keV) Producéo
130 131 4131
Te(ny) - ' Te I ou
lodo-131 8d 284, 364, 637 ( \2)35 13?3)
U(n,H)™"I
» 93, 184, 300, . .
Galio-67 78,3 h Zn(p,2n)°'Ga
393
Talio-201 72 h 71 203T1(p,3n)?**Pb - 207
indio-111 67,2 h 171, 245 Hed(p,n)t*in
lodo-123 13,2 h 159 124%e(p,2n)BCs - 2xe o 12
Tecnécio-99m 6h 140 Gerador *Mo/**"Tc

Dentre os radionuclideos citados na TAB. 2, o tecnécio-99m (**"Tc) é o
mais usado em imagem nuclear, devido suas propriedades quimicas e fisicas

favoraveis que serao discutidas a seguir (Liu, 2008).

1.3.1.1 Tecnécio-99 meta estavel ( **"Tc)

Como j& mencionado, o papel do *™Tc em aplicacdes diagndsticas é
bem estabelecido. Estima-se que ele esta envolvido em cerca de 80% de todos os
procedimentos de imagem em Medicina Nuclear (Vu€ina & Luki¢, 2002).

Os motivos da sua grande utilizacdo na medicina nuclear sdo suas
caracteristicas fisicas de decaimento favoraveis (Fritzberg, 1987), tornando-o um
radiois6topo “ideal” para uso em cintilografia e dentro da técnica de diagnostico
denominada de SPECT, além de ser considerado um radionuclideo de baixo
custo (Kyprianidou et al., 2009).

As propriedades fisicas do °"Tc consistem na emissédo de um féton
gama de 140 keV com abundancia de 89%, o que € 6timo para imagem com 0s
equipamentos usados em medicina nuclear. Sua meia-vida fisica de 6 h é 6tima
para o preparo dos radiofarmacos, realizacdo do controle de qualidade e
realizacdo dos estudos de imagem, sendo curta o suficiente para minimizar a
dose de radiagdo absorvida pelo paciente (Garcia-Garayova et al., 2007; Mease
& Lambert, 2001).

Uma outra vantagem € a sua disponibilidade a classe médica por meio

de um gerador de molibdénio-99/tecnécio-99m (**Mo/®™Tc), onde o **Mo,
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denominado de pai, com meia-vida fisica de 66 horas decai para o filho *™Tc. O
gerador comercial consiste em uma coluna de vidro, contendo alumina como
suporte, sobre a qual é adsorvido o **Mo de fissdo. Como a afinidade do filho pela
alumina € pequena, este pode ser eluido facilmente mediante solucéo fisiolégica
na forma de pertecnetato de sédio (Na**"TcO,) (Banerjee et al., 2001; Liu &
Edwards, 1999).

Os principais usos do **"Tc em Medicina Nuclear estdo exemplificados
na TAB. 3 e sdo: marcacdo de peptideos e proteinas; espécies coloidais e
particulas; células sanguineas, e sua maior versatilidade se deve a
disponibilizacdo de uma série grande de substancias liofilizadas, chamadas
comercialmente de reagentes liofilizados de radiodiagnéstico ou KITS,
constituidos basicamente da substancia a ser complexada, do agente redutor e do
sistema tampéo, cada um com uma aplicacdo diferenciada dentro do corpo

humano.

TABELA 3. Alguns radiofarmacos de tecnécio-99m e seus usos.

Pertecnetato Tiredide; Diverticulo de Meckel
DTPA Filtragcao glomerular; fungéo renal
MAG3/EC Secrecao tubular aniénica / funcao renal
Macroagregados Perfusao pulmonar

Coloide Imagem de figado; linfocintilografia
MDP Imagem Ossea

HMPAO Imagem cerebral

MiIBI Imagem cardiaca

Tetrofosmina Imagem cardiaca

Peptideos Caracterizacao de tecido tumoral
Anticorpos monoclonais Caracterizacdo de tecido tumoral

DTPA: Dietilenotriaminopentacético; MAG3: mercaptoacetiltriglicina; EC: etilenodicisteina; MDP:
metilenodifosfonato; HMPAO:hexametilpropilenoaminaoxima;  MIBI:  metoxiisobutilisonitrila;
Tetrofosmin: 6,9-bi(2-etoxietil)-3,12-dioxi-6,9-difosfotetradecano.

1.3.2 Terapia radionuclidica

A terapia radionuclidica usa fontes de radiagdo ndo-seladas para
liberacéo seletiva da radiacdo aos tumores ou 6rgdos alvos. No tratamento de
cancer, pode ser usado como parte de uma estratégia terapéutica com intencéo

curativa ou para controle da doenca e paliacdo. A toxicidade € geralmente
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limitada ao tecido hematopoiético e poucos efeitos colaterais sdo observados
(Chatal & Hoefnagel, 1999).
Na TAB. 4 estdo descritas as vantagens e limitacbes da terapia

radionuclidica sumarizadas por Chatal & Hoefnagel (1999).

TABELA 4. Vantagens e limitacdes da terapia radionuclidica.
Vantagens LimitagOes

Especificidade (dose de radiacéo limitada Isolacdo dos pacientes

ao alvo)

Eficacia Estocagem do lixo radioativo

Baixa toxicidade Disponibilidade (radiofarmacos, camas
de isolacéo)

Aplicacgao sistémica ou locoregional Alto custo de algumas formas novas de
terapia

Excelente paliacédo Enfoque multidisciplinar requerido

Consequéncias limitadas a longo prazo Necessidade de calculos dosimétricos

Pré-avaliagdo da captacéo e retengéo Mecanismo mal compreendido

(tracador)

Custo moderado (a maioria das aplicacdes)
Possibilidade de tratamentos multiplos

Novas indicagbes emergentes

Um dos fatores determinantes no desenvolvimento de qualquer
radiofarmaco terapéutico € a selecdo de um radionuclideo apropriado. A escolha
do radionuclideo dependera das propriedades de emissao nuclear, da meia-vida
fisica, das caracteristicas de decaimento; os outros fatore sdo a farmacocinética
in vivo, o custo e a disponibilidade do radiofarmaco (Volkert & Hoffman, 1999).
Estes radionuclideos sdo, na maioria das vezes, emissores 3" e emissores a. Mas
também podem ser radionuclideos emissores de elétron Auger. Na TAB. 5 estédo
ilustrados alguns radionuclideos candidatos para o tratamento de malignidades.
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TABELA 5. Radionuclideos usados com fins terapéuticos.

Radionuclideo ~ TiPo de i Alcance no Producao
emissao tecido
1%Re B,y 38d  (B):1069  Max:5mm 18Re(n,y)*°Re
1%H0 B,y 26,9h  (B): 1853 Max: 10,2 mm %5H0(n,y)***Ho
18Re B,y 16,9h  (B): 2120 Méax: 10,8 mm Gerador #w/*#Re
Yy B,y 6,7 d (B): 500 1,8 mm 8 u(n,y)*"Lu
130: 131 131
Te(ny) - 2'Te |
131 B,y 8d (B): 610 2,4 mm Y . ®)
235U(n,f)131|
15835m B,y 1,9 d (B): 800 3,0 mm 1528m(n,y)*>*Sm
89y B 50,5d (B): 1463  Max: 3 mm %8Sr(n,y)*sr
- 323(n,p)**P ou
P B 14,3d (B): 1710 Max: 8,7 mm 31 3
P(n,y)™ P
Dy B 641h (B):2280 Méax: 12 mm Gerador *°Sr/®Y
2t a,y 7.2h (a): 5870 60 — 80 pm 207Bj(a,2n)* At
213 a,y 457 min  (0): 5869 50 — 80 um Gerador *°Ac/**Bi
25Ac a 10d (0): 5830 40 — 80 pm Gerador **Ra/**Ac

Os radionuclideos que decaem por emissdo 3° sdo 0os mais utilizados
para aplicacdes terapéuticas na pratica clinica e possuem um alcance no tecido
apropriado e baixa transferéncia linear de energia (LET - linear energy transfer).
Os radionuclideos que emitem particulas-a tém um alcance limitado no tecido
(50-80 pm) e alta transferéncia linear de energia (LET, 100 keV/um) (Liu, 2008).
Esses emissores monoenergéticos depositam sua energia sobre espacgos curtos
(usualmente de 40 — 100 um), sendo Uteis para o tratamento de tumores de
diametros pequenos. Os elétrons Auger sdo emitidos durante os processos de
captura eletrbnica e conversao interna e depositam altas quantidades de energia
sobre dimensdes subcelulares, resultando em destruicdo das células tumorais
mais eficiente nos locais onde os emissores Auger estdo localizados (Volkert &
Hoffman, 1999; Junnotula, 2006).
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1.3.2.1 Radioimunoterapia

A terapia direcionada para o tratamento de doencas malignas € um
campo que vem crescendo rapidamente e tem conseguido sucesso com a
introducéo das drogas aprovadas pelo FDA adicionando uma nova modalidade as
atuais terapias de céancer como cirurgia, quimioterapia e irradiacdo por feixe
externo (radioterapia). A especificidade que € dada pelo veiculo de escolha (ex:
anticorpos, peptideos, tetrameros, pequenas moléculas) pode ser complementada
pela adicdo de uma carga de citotoxicidade para fornecer uma potente dose
terapéutica. Isétopos radioativos emissores de particulas sdo alguns dos
elementos mais promissores quando ligados a moléculas carregadoras a tumor
alvo (Miederer et al., 2008).

O cancer é caracterizado por um crescimento celular irregular, mas o
que o distingue de outras doencas é a habilidade que as células tumorais
possuem de invadir e metastatizar. Se detectado precocemente, antes dele
espalhar para fora dos limites e atingir os tecidos normais (ex: estagio 1), o tumor
usualmente pode ser removido cirurgicamente sem requerer intervencao
adicional, dando ao paciente um excelente prognéstico. Todavia, uma vez que o
cancer escapou dos limites naturais, apenas cirurgia ndo é suficiente. Uma
determinacdo da extensdo que o cancer atingiu é essencial para selecdo da
estratégia de tratamento. Uma ampla escala de modalidades diagnosticas (ex:
tomografia computadorizada, ressonéncia nuclear magnética, ultrasonografia,
medicina nuclear) sdo usadas para rastrear a evidéncia da doenca. J4& o
tratamento sistémico mais comum para as doencas disseminadas € a
quimioterapia, mas nos ultimos 10 — 15 anos, um ndamero crescente de agentes
biolégicos tem trazido um significante impacto no tratamento de céncer, ndo
apenas como terapéuticos (ex: interleucina-2, interferon-alfa, Rituximab,
Trastuzumab e outros anticorpos), mas também para ajudar o corpo a neutralizar
alguns dos efeitos colaterais da quimioterapia (Sharkey & Goldenberg, 2008).

Radioimunoterapia (RAIT) corresponde ao uso de anticorpos
radiomarcados (seja com emissores a ou [3) no tratamento de cancer (Olivier,
2004) e ganhou um lugar de destaque na terapia de Linfoma Nao-Hodgkin (LNH).
Seu principio € combinar os mecanismos de acdo do anticorpo “frio” com o dano

causado pela radiacao (De Decker et al., 2008).
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O tratamento de LNH é baseado na histologia do tumor, extensédo da
doenca (ou estégio) e fatores relacionados aos pacientes tais como idade, estado
funcional e a presenca de outras doencas. Varias opcoes de tratamento estéo
disponiveis, incluindo terapia oral alquilante (clorambucil ou ciclofosfamida com ou
sem prednisona), outros regimes quimioterapicos (ex: CHOP, CVP
[ciclofosfamida, vincristina e prednisona], fludarabina sozinha ou combinada com
ciclofosfamida e outros), quimioterapia combinada com interferon alfa e
radioterapia sozinha ou combinada com quimioterapia. Um tratamento objetivo
importante para pacientes com LNH indolente € empregar drogas seletivas a
tumores que prolongam a sobrevida com minima toxicidade. Terapia com
anticorpo  monoclonal direcionado a antigenos de superficies de células
especificas a tumores fornecem uma alternativa promissora ou adjunta a
quimioterapia convencional (Wood, 2001).

Nadler e colaboradores foram os primeiros a tratar pacientes com LNH
com AcM em 1980 (Nadler et al. apud DeNardo, 2005). Miller e colaboradores
produziram AcM antiidiotipicos para tratar pacientes com LNH linfocitico de
células-B (Miller et al. apud DeNardo, 2005). Mais ou menos na mesma época,
DeNardo e colaboradores usaram RAIT com sucesso para pacientes com LNH e
leucemia linfocitica crénica (LLC) (DeNardo et al. apud DeNardo, 2005). Desde
entdo, outros pesquisadores confirmaram o potencial de varios AcMs
radiomarcados para LNH. McLaughlin e colaboradores demonstraram a eficacia
dos AcM quiméricos anti-CD20 para imunoterapia para pacientes com LNH de
baixo grau em um teste piloto que levou a aprovacao do Rituximab (McLaughlin et
al. apud DeNardo, 2005). Apds isso os farmacos *°Y-ibritumomab e -
tositumomab foram aprovados para RAIT (DeNardo, 2005). A TAB. 6 sumariza os
highlights da historia da RAIT para pacientes com LNH de acordo com DeNardo
(2005). As datas dos eventos apresentados na TAB.6 ocorridos apés o ano 2000
foram baseadas nas publicacdbes de Macklis (2007) e Torres-Garcia e

colaboradores (Torres-Garcia et al., 2008).
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TABELA 6. Highlights da historia da RAIT para pacientes com LNH .

1980 Descricao original da imunoterapia usando AcM CD20, Nadler.

1982 Descricdo original da imunoterapia efetiva usando AcMs antiidiotipicos,
Miller.

1987 Descricéo original da RAIT em LNH (e LLC) usando o AcM **}-Lym-1,
DeNardo.

1989 Descricdo original da RAIT mieloablativa usando AcM **!-anti CD20,
Press.

1990 Descricdo original do uso da RAIT usando *°Y e AcM antiidiotipico,
Parker.

1998 Aprovacao do Rituximab baseado no teste piloto, McLaughlin.

2000 Descricao original da RAIT de pré-alvo, Weiden.

2002 Aprovacao do tositumomab baseado em teste piloto, Kaminski.

2003 Aprovacao do ibritumomab tiuxetan baseado no teste piloto, Witzig.

Os primeiros farmacos radioimunoterapéuticos que finalmente
receberam aprovacdo oficial do FDA foram o *Y-ibritumomab tiuxetan ou
“Zevalin” (Biogen-ldec, Boston, MA) em 2002, e o **!|-tositumomab ou “Bexxar”
(GlaxoSmith Kline Research, Triangle Park, NC) em 2003. Os dois radiofarmacos
foram aprovados com indicac¢des clinicas para o tratamento de LNH de células-B
CD20" transformado, relapsado ou refratario (Macklis, 2007; Torres-Garcia et al.,
2008).

A radiacdo emitida dos anticorpos monoclonais radiomarcados tem
importante efeito biolégico que ajuda a explicar a melhor eficiéncia da RAIT
comparada a terapia usando anticorpo ndo-marcado. O primeiro alvo para o dano
da radiacdo é o DNA, mas a radiacdo também pode danificar as membranas e as
organelas e iniciar uma sinalizacdo na cascata apoptotica dentro das células
(Ferro-Flores & Arteaga de Murphy, 2008). Foi demonstrado que irradiacdo das
células cancerigenas com emissor 3 induz apoptose e ativa a cascata apoptotica
em células de leucemia usando caminhos mitocondriais e a morte do receptor
(Torres-Garcia et al., 2008).



42

O efeito bystander da radiacdo também desempenha um importante
papel na RAIT. Quando um anticorpo radiomarcado liga-se aos antigenos das
células tumorais, a radiacdo proveniente do radionuclideo € emitida em todas as
direcbes e pode matar células vizinhas por efeito secundério. Efeito bystander
pode também resultar de efeitos de células irradiadas sobre as células néo-
irradiadas (Ferro-Flores & Arteaga de Murphy, 2008).

Como o objetivo da RAIT é irradiar e destruir o tumor, cuidados devem
ser tomados para que os 6rgdos normais ndo recebam radiacdo excessiva. A
atividade terapéutica especifica a ser injetada em um paciente € baseada na

informacéo obtida na dose dosimétrica (Torres-Garcia et al., 2008).
1.3.2.1.1 Rénio-188

Para uma identificacdo apropriada do radionuclideo e do radiofarmaco
para uso em terapia, alguns fatores devem ser considerados, como: absor¢cao e
retencdo no tumor, clareamento sanguineo, razao de liberacdo da radiacédo, meia-
vida e atividade especifica e facilidade de producdo em larga escala de uma
forma econbmica. Outras consideracbes praticas para a selecdo sdo a
disponibilidade e qualidade do radionuclideo. A pureza do radionuclideo tem que
ser alta ou suficientemente alta e reprodutivel, j& que minimas quantidades de
impurezas podem afetar a radiomarcacdo e a pureza radioquimica do
radiofarmaco (Liu, 2008).

Neste contexto, o Rénio-188 (***Re) é um radionuclideo interessante
com caracteristicas fisicas favoraveis, para uma variedade de aplicacdes
meédicas, nos campos de oncologia, endocrinologia, reumatologia, intervencao
cardioldgica e terapia radionuclidica (Garcia-Garayova et al., 2007; Ponsard et al.,
2003; Mushtaq, 2003; Vucina & Luki¢, 2002).

O '%Re possui uma Ty fisica de 16,9 horas, decai para o estado
fundamental do '®%0s, que é estavel, pela emissdo de uma particula B~ de alta
energia (Emax = 2,11 MeV), correspondendo a mesma magnitude da emissao 3° do
Py (2,3 MeV) (Faintuch et al., 2004; Jeong & Knapp Jr, 2008; Moustapha et al.,

2006). A penetracdo média de sua particula B~ € 3,3 mm (méximo de 10,8 mm),
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proporcionando uma regido circundada de deposicao de alta energia com minimo
ou nenhum dano aos érgdos adjacentes (Crudo et al., 2002).

O '%Re é produzido livre de carregador (Crudo et al., 2002) e pode ser
obtido de maneira econémica por meio de um gerador de tungsténio-188/rénio-
188 (**¥W/**®Re), & base de alumina, onde o pai **®*W tem uma meia-vida longa de
69 dias, assegurando uma disponibilidade clinica diaria (Chen et al., 2008; Murray
et al., 2001; Jeong & Knapp Jr, 2008). Dessa maneira, 0 ***Re é obtido como
perrenato de sédio (Na[***ReQ4]) pela eluicdo do gerador com solucdo salina
0,9%. O gerador de *¥W/**®Re fornece o radionuclideo **®Re na forma quimica de
anion tetraoxo [**®Re][ReO.], o qual constitui a espécie mais estavel em solucéo
aquosa para este metal (Boschi et al., 2003).

O radionuclideo pai **®w é produzido em um reator nuclear por uma
reacdo de dupla captura nos alvos do *®W enriquecido (abundancia na natureza
= 28,43 %). A producdo e as propriedades de decaimento deste radioisotopo

estdo ilustradas na FIG. 4.

ey (LY) 187y (NY) sy B 18826 IL;SBOS (estavel)
(enriquecido) T2 69d T12: 16,9 h

FIGURA 4. Producdo e decaimento do radionuclideo pai *®w para o
radionuclideo filho **Re (Ponsard et al., 2003; Moustapha et al., 2006).

Uma outra vantagem é que o **®Re emiti um raio-y de 155 keV
(abundancia de 15%), energia comparavel a do “™Tc, permitindo entdo a
detecc¢do pelos equipamentos de imagem, sendo Util para avaliagdo da biocinética
e dosimetria (EI-Mabhouh & Mercer, 2008; Wunderlich et al., 2008).

1.4 Métodos de marcacdo de anticorpos com  #™Tc e ®Re

Muito se discute sobre a semelhanca dos radiois6topos *™Tc e ***Re.
Ambos pertencem ao grupo 7 dos elementos, espera-se entdo que sua quimica
seja similar em muitos aspectos. O Rénio, que é localizado exatamente abaixo do
tecnécio na tabela periédica, tem a mais versatil quimica de coordenacao entre o0s
elementos de transi¢cdo. Alcanca uma extensa cadeia de estados de oxidagéo de

+1 a +7 sob condicbes moderadas, sendo que a diferenca mais significativa
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estruturalmente nos complexos analogos de tecnécio e rénio pode ser encontrada
no seu potencial de reducao (Sasaki, 2005).

Devido a essa quimica similar, muitos dos métodos de marcagdo com
1%8Re (ou '®°Re) sdo baseados nos métodos para *°"Tc. Eckelman e
colaboradores (Eckelman et al., 1989), em uma conferéncia em 1988,
apresentaram trés rotas de marcacéo de anticorpos com o radioisétopo *"Tc: (1)
marcacao direta, (2) marcacao indireta por meio de um grupo quelante ligado ao
anticorpo (pré-conjugacéo) e (3) marcacao indireta pela ligacéo do *™Tc-quelante
ao anticorpo (pos-conjugacao) (Eckelman & Steigman, 1991; Luo et al., 2009;
Crudo et al., 2002; De Decker et al., 2008).

Os préximos topicos discutirdo trés tipos de métodos de marcacéao,

agui denominados: método direto, método indireto e via carbonila.

1.4.1 Método direto de marcacao

O método direto de marcacdo baseia-se na ligagcdo do radionuclideo
com 0s grupos endodgenos ou grupos tiois livres da proteina (pontes
dissulfidricas).

No procedimento de marcacgédo direta, a proteina, o radionuclideo e o
agente redutor sdo misturados, sendo que o ion estanho € o mais usado para
marcar proteinas com %*™Tc, servindo como redutor das pontes dissulfidricas dos
AcM. Anticorpos do tipo IgG contém de 4 a 6 pontes dissulfidricas intercadeias e
numerosas pontes dissulfidricas intracadeias. Baseado nisso, Buck Rhodes
desenvolveu o método de marcacgéo “pretinning” por incubacéo do anticorpo com
cloreto estanoso durante a noite (Rhodes apud Eckelman & Steigman, 1991).
Este procedimento é a base conceitual para muitos métodos de marcacédo direta
gue séo usados hoje em dia (Eckelman & Steigman, 1991).

Reno & Bottino em 1987 (Reno & Bottino apud Eckelman & Steigman,
1991) refinaram e expandiram o método de Rhodes sugerindo uma série de
agentes redutores (ditiotreitol, borohidreto de sodio, fésforotioato de saodio,
ditioeritritol, 2-mercaptoetanol, cisteina, N-acetilcisteina e glutationa), agentes
transquelantes fracos para *°"Tc (tartarato, glucoheptonato) e estabilizadores

para os grupos sulfidrilas formados (ion zinco) (Eckelman & Steigman, 1991).
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Em muitos casos, a técnica de marcagao direta € uma combinacéo da
técnica para aumentar o niumero dos grupos sulfidrilas em um anticorpo com um
agente redutor e o uso de um ligante capaz de solubilizar o Tc(V) para troca
rapida do metal com o anticorpo (Eckelman & Steigman, 1991).

A marcacdo direta de proteinas com *™Tc ou *®Re envolve, em
resumo (FIG. 5): (1) Aplicacdo de um agente redutor para quebrar as pontes
dissulfidricas com a finalidade de expor os residuos de cisteina da proteina; (2)
Reducédo do *™Tc ou '®Re para o requerido estado reduzido, com um agente
redutor, principalmente cloreto estanoso, na presenca de um agente complexante
apropriado (tamp&o de transquelacéo) com complexacdo simultanea do **™Tc ou
1%8Re reduzido (presumidamente no estado pentavalente) e (3) Transquelacdo do
9mTc ou *®Re reduzido do complexo intermediario aos residuos de cisteina da

proteina (Dadachova & Mirzadeh, 1997; Castiglia, 2003).

FIGURA 5. Esquema do meétodo direto de marcacdo de proteina com o
radionuclideo *°"Tc que serve como analogia para o radionuclideo '*®Re (Liu,
2008).

Steigman e colaboradores (Steigman et al., 1975) foram os primeiros a
sugerir que os grupos sulfidrilas eram responséveis pela marcacdo direta com o
9MTc (Eckelman et al., 1989; Eckelman & Steigman, 1991). Eles provaram o
papel das sulfidrilas ou sulfiricos na marcacdo de albumina, quando
desenvolveram uma coluna de Sephadex G-25 para separar e medir o rendimento

da unido de alta afinidade do **™Tc aos anticorpos, comprovando sua verdadeira
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potencialidade. Como resultado deste método de andlise descobriram que era
necessario uma incubacgéo prolongada de anticorpos com ions de estanho, antes
da marcacdo com *™Tc, para obter uma proteina marcada com alta afinidade
(Castiglia, 2003).

Paik e colaboradores em 1985 substanciaram essa hipotese
determinando o numero de grupos sulfidrilas livre (-SH), produzidos pela
incubacdo com o ion estanho, por titulacdo com reagente de Ellman (Paik et al.,
1985). Nenhum grupo -SH pbéde ser detectado antes da adicdo do ion estanho
(Eckelman & Steigman, 1991). O mesmo grupo também provou a existéncia de
sitios de alta e baixa afinidade de unido, medindo a quantidade de proteina
marcada na presenca de guantidades variaveis de acido
dietilenotriaminopentaacético (DTPA), um agente quelante forte para ions de
%MTc. Estes autores sugeriram que os sitios de alta afinidade estavam
relacionados com a presenca destes grupos sulfuricos (Castiglia, 2003).

O uso de Sn (ll) para reduzir a cisteina esta reconhecido a muitos anos
e pode ser usado para reduzir as pontes dissulfidricas das proteinas e para
protegé-las da reoxidacdo. Rhodes e colaboradores demonstraram esta hipotese
utilizando anticorpos marcados com *#| que logo foram reduzidos e quantificaram
a unido em fase solida em um gel que unia os grupos tidis (Rhodes et al. apud
Castiglia, 2003). Os autores encontraram que a incubacdo com Sn reduz as
pontes dissulfidricas e estimaram em 4% esta reducdo. Estes valores foram
achados também por outros investigadores. Todavia, a hidrélise facil do fon Sn®*
tornou 0 método incoveniente para uso (Castiglia, 2003).

O agente redutor 2-Mercaptoetanol (2-ME) foi proposto por Bremer em
1986 e aperfeicoado por Schwarz & Steinstrasser em 1987 (Schwarz &
Steinstrasser apud Xiangyun et al.,, 2000). Outros redutores, tais como sulfito,
acido ascorbico, ditiotreose, tiosulfato, ditionato, também sdo usados por outros
pesquisadores (Xiangyun et al., 2000). Mather & Ellison em 1990 (Mather &
Ellison apud Castiglia, 2003) estudaram a reducdo de pontes dissulfidricas
usando 2-mercaptoetanol e encontraram que um incremento na redugédo estava
acompanhado por um incremento na eficiéncia de marcacgao (Castiglia, 2003).

Com respeito aos complexos intermediarios do *™Tc e a marcagéo por

transquelacdo tem-se usado diversos agentes tais como glucoheptonato,
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tartarato, pirofosfato, metilenodifosfonato (MDP) e varios analogos que servem de
ligantes de transferéncia para marcar anticorpos apés a reducdo dos mesmos
(Castiglia, 2003).

A principal vantagem do método direto € sua simplicidade experimental
e a possibilidade de desenvolver formulagdes liofilizadas, prontas para marcar em
apenas uma etapa e serem utilizadas no diagndstico por imagem em centros de
Medicina Nuclear (Castiglia, 2003; Eckelman et al., 1989).

1.4.2 Método indireto de marcacao

No método indireto de marcacdo de anticorpos o **™Tc é coordenado
por meio de um agente quelante sintético, o qual pode ser conjugado a proteina
antes ou depois do processo de radiomarcacdo. A marcagdo de compostos
bioativos com **™Tc requer entéo a conjugacdo a um agente quelante bifuncional
(BFC — bifunctional chelanting agent). Este agente contém em sua estrutura um
grupo funcional através do qual pode-se unir covalentemente a um composto
bioativo, sendo as unides de diferentes tipos, por exemplo amida, tiouréia, éster
ou também carbono-carbono. A segunda condicdo € que se deve ter um grupo
doador de atomos de tal modo que se possa formar um complexo estavel com
9MT¢ (Castiglia, 2003; Jeong et al., 2004).

Esta técnica pode ser usada também para marcar peptideos, agentes
de unido a receptores e outras moléculas bioativas. Utilizam-se geralmente dois
esquemas de marcacao: um primeiro que usa um quelato pré-formado marcado, o
qual € conjugado ao composto bioativo ou um segundo esquema no qual se
realiza a marcacdo imediata da conjugacdo biomolécula-quelante (Castiglia,
2003).

No primeiro caso, 0s primeiros desenvolvimentos de marcacéo
utilizaram o DTPA, conjugado as proteinas por meio de diversos derivados, como
por exemplo o anidrido biciclico. Também usaram derivados da bis-N-metil
semicarbazona. Em ambos o0s casos observaram-se problemas de baixos
rendimentos de marcacdo especifica com o *"Tc e unido de coléides ao
anticorpo (Castiglia, 2003).

Para evitar este incoveniente Fritzberg e colaboradores desenvolveram

a técnica de quelato pré-formado (FIG. 6) marcando um quelato do tipo N,S,
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formando-se um complexo estavel de *™Tc com valéncia +V (Fritzberg et al. apud
Castiglia, 2003). Posteriormente se forma um éster ativo o qual é finalmente
conjugado ao anticorpo. Este processo € lento e requer purificacbes dos
intermediarios e do conjugado final marcado. Tem-se realizado modificacbes
desta técnica, usando ligantes tipo N3S mercaptoacetiltriglicina (MAG3), ou
preparando outros ésteres ativos. No entanto, dificimente podem-se adaptar

estas técnicas para usa-las em um servico de Medicina Nuclear (Castiglia, 2003).
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FIGURA 6. Esquema da técnica de pré-marcacao (pre-labeling ou pre-formed
chelate approach), a qual envolve primeiro a formacdo do **"Tc-quelato BFC e
conjugacao posterior a biomolécula em uma etapa separada (Liu, 2008).

bY

Com respeito a marcagdo pos-conjugacdo (FIG. 7), foram
desenvolvidos agentes biquelantes que permitem uma marcacao pds-conjugacao.
Estes compostos podem unir-se ao composto bioativo e logo marcar este
conjugado por agregacdo de um complexo fraco de *"Tc tal como o **"Tc-
gluconato (Castiglia, 2003).

Entre as técnicas que empregam este método pode-se citar a de
Abrams e colaboradores na qual o quelante hidrazina-nicotinamida esta unido
covalentemente & proteina e o ®™Tc é agregado ao sistema como um complexo
com o gluconato (Abrams et al. apud Castiglia, 2003). Usando o quelante N-

hidroxisuccinimidil 6-hidrazinonicotinato (S-Hynic), geralmente através de um
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ligante, tem-se marcado anticorpos com sucesso com **"Tc, resultando em uma

marcacao estavel tanto in vitro como in vivo (Castiglia, 2003).
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FIGURA 7. Esquema da técnica de pos-marcacao (post-labeling approach), onde
um BFC é primeiramente ligado a biomolécula (BM) para formar o conjugado
BFC-BM. Uma vez formado o conjugado BFC-BM, a radiomarcacéo pode ser feita
pela reducdo direta do **™TcO, ou por troca de ligante com um complexo
intermediario de **™Tc, como por exemplo [*°"Tc]-gluconato (Liu, 2008).

1.4.3 Marcacao usando o nucleo carbonila

Como membros do grupo 7 da Tabela Periddica, os elementos com o
namero atbmico 43 (tecnécio) e 75 (rénio) possuem uma rica quimica de
coordenacao. Isto cobre 8 diferentes estados de oxidac&do e varios sistemas de
ligantes (Abram & Alberto, 2006).

E fato que o rénio necessita de fortes condi¢es para ser reduzido de
seu estado de oxidacao original +VII para estados de oxidacdo mais baixos,
tipicamente +V/+lll. E também frequentemente observado que estes complexos
de rénio tém uma maior tendéncia a se reoxidar do que seus analogos de
tecnécio. Entretanto, complexos mais inertes cinéticamente contendo tecnécio e
rénio num baixo estado de oxidacdo +l receberam mais atencdo nos anos de
1990 a 2000. Centros de metais leves mostram uma inércia de cinética

aumentada e uma baixa afinidade para fortes grupos doadores de nitrogénio e
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oxigénio, facilmente presentes no sangue. Estas caracteristicas protegem os
complexos in vivo contra dissociacao do ligante ou troca do ligante (Schibli et al.,
2000).

Os complexos organometalicos de tecnécio e rénio em baixos estados
de oxidacdo ganharam consideravel atencdo no desenvolvimento de novos
radiofarmacos alvo-especificos. As razbes sdo primariamente as caracteristicas
excepcionais dos compostos correspondentes em termos de tamanho reduzido e
cinética inerte dos complexos. Provavelmente o radiofarmaco mais importante
com o tecnécio em um baixo estado de oxidac&do é o *"Tc[MIBI]®* (Sestamibi), o
qual contém somente pontes monodentadas M-C, e € perfeitamente estavel in
vivo, mas completamente inerte contra substituicdo, ndo sendo entdo util para
propoésitos de marcagcdo. Uma técnica para resolver esse problema € o uso do
composto de Tc(l)-carbonila (Waibel et al., 1999).

Em particular, complexos tricarbonila de Tc(l) e Re(l) parecem ser
candidatos ideais para a marcacdo de biomoléculas avidas receptoras. Todavia,
os primeiros desenvolvimentos para produzir complexos de *°"Tc/*®Re-
tricarbonila sofreram pela dificuldade de serem realizados em um ambiente de
rotina clinica devido a alta pressdo do gas CO e multiplas sinteses necessarias.
Isto pode ser contornado por uma preparagdo conveniente de um kit aquoso do
precursor organometalico fac-[M(OH.)3(CO)s]", M = #*™Tc e *®*®Re, desenvolvido
pelo grupo de Schibli e colaboradores, sob condicbes fracas de reacdo na
presenca de monoxido de carbono gasoso e borohidrato de sédio (Alberto et al.,
1998). Este precursor ndo € somente rapidamente soluvel em agua como também
revela boa estabilidade em solu¢cbes aquosas sob uma ampla faixa de pH (de 2 —
12) por varias horas. As trés moléculas de agua coordenadas ao nucleo fac-
[M(CO)3] altamente inerte sdo rapidamente substituidas por uma variedade de
grupos funcionais tais como aminas, tioéters, tidis e fosfinas. Isto pode ser
representativamente mostrado por numerosas reacfes de substituicdo com
sistemas ligantes mono, bi e tridentados a nivel macroscopico (Schibli et al.,
2000).

O precursor tricarbonila [M(OH,)3(CO)s]" mostrou ser um excelente
material de inicio para a sintese do posterior complexo tricarbonila **"Tc(l) e
188Re(l) assim como para radiomarcacdo de biomoléculas alvo especificas.

Primeiramente, o complexo foi preparado em um procedimento de etapa Unica a
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partir do [*™TcO4 na presenca de CO e BH, como um agente redutor.
Infelizmente, a preparacéo publicada de [**"Tc(OH,)3(CO)s]*, por depender do
monoxido de carbono gasoso, é inapropriada para uso em kits comerciais. Entao,
0 desafio foi encontrar um sélido, fonte de monoxido de carbono estavel no ar,
agindo possivelmente como um agente redutor. Os chamados boranocarbonatos
(BC), tais como o sal potassio K,[H3BCO,] foram descritos primeiramente por
Malone & Parry em 1967 (Malone & Parry apud Alberto et al., 2001). Eles foram
reportados por liberar CO a temperaturas elevadas em agua. Em conjuncdo com
um tampdao apropriado (Borax) e um agente complexante para tecnécio no estado
de oxidacdo intermediario (tartarato), isso poderia ser usado para preparar O
complexo de tecnécio-carbonila [*™Tc(OH,)s(CO)s]" solivel e estavel em agua
(Alberto et al., 2001).

Uma formulagcdo na forma de kit liofilizado (IsoLink — Mallinckrodt
Medical), FIG. 8, foi desenvolvida substituindo o gas CO e o NaBH; por
boranocarbonato de potassio, K;[BH3CO;], como uma fonte de mondéxido de
carbono, para preparo do complexo precursor de *™Tc. Este reagente sélido
serve como uma fonte de monoéxido de carbono e como um agente redutor do
9MTc. Isso também foi usado por Schibli e colaboradores (Schibli et al., 2002)
para o preparo do correspondente complexo precursor de '**Re (Park et al.,
2006).

H>O
- BC H5O., cO
99m 2 i, sy
A [ TcO] = '99n|1
100°C/ P T‘C;.
20 min H>0 | CcoO
cO

FIGURA 8. (A) Esquema da reacéo de producdo do **"Tc-carbonila e (B) Foto do
kit para producéo do **"Tc-carbonila, chamado de “Isolink” e comercializado pela
Mallinckrodt.
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O precursor [P™Tc(OH,)3(CO)s]* é o foco da técnica da carbonila e
pode ser chamado de um “ion semi aquoso” com trés CO firmemente ligados e
trés ligantes H,O fracos. O [*™Tc(OH,)3(CO)s]" representa um precursor estavel.
Importante citar que, como um precursor, ndo requer necessariamente de
coligantes, como nas espécies oxo Tc(V), para estabilizar o estado de oxidagéo
+l, e independente de temperatura, pH e tempo, o Unico produto preparado no kit
é 0 [*Tc(OH,)3(CO)s]*. Apds o preparo ele pode ser estocado por algumas horas
normalmente no kit. Sensibilidade a O, a temperatura ambiente € moderada
comparada com a dos intermediarios Tc(V). Ligantes monodentados tais como
imidazol ou purinas, ligantes bidentados tais como histamina, aminoacidos e acido
picolinico e ligantes tridentados tais como histidina eficientemente substituem os
ligantes H,O e protegem a molécula [*™Tc(CO)s]* contra transmetalagéo ou
reoxidacdo. Do ponto de vista quimico, a conveniéncia do preparo do
[*™Tc(OH2)3(CO)s]" em um kit e sua reacéo limpa com uma variedade de ligantes
livres ou acoplados a biomoléculas sdo os argumentos mais favoraveis em favor
da técnica da carbonila (Alberto, 2003).

No caso do '®Re, o nicleo Re(CO)s* tricarbonila fornece um novo
desenvolvimento para marcar biomoléculas com este radionuclideo. A quimica da
carbonila foi primeiramente investigada a nivel macroscopico usando rénio
estavel, seguida pela investigacdo da marcacdo com %*"Tc para aplicacbes na
imagem e posteriormente marcando com radiorénio para aplicacfes terapéuticas.
A marcacdo com *™Tc-tricarbonila foi estudada por varios anos, enquanto que a
marcacdo de biomoléculas com rénio é algo recente. O kit do **™Tc-carbonila
fornece um rendimento de aproximadamente 95%. Um procedimento para o
preparo do ®Re-tricarbonila com um rendimento acima de 90% tem sido
desenvolvido (Alberto, 2007).

De maneira parecida para o **"Tc, dois protocolos para o preparo de
188Re-tricarbonila foram propostos por Schibli e colaboradores, cada um
fornecendo uma pureza radioquimica de 80 - 85%. No primeiro, BH3.NH3 foi
usado como um agente redutor e gas CO como uma fonte de carbono. Apés
introducéio de uma solucdo combinada do eluido de **Re e H3PO, concentrado
em um frasco contendo BH3.NH3 e CO, o frasco foi aquecido a 60C por 15 min.
O rendimento final foi de 85% e o pH foi neutralizado pelo NH; gerado do

BH3.NH3. O segundo protocolo também usou BH3.NH3 como um redutor mas
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substituiu 0 gas CO por K;[H3BCO;] como fonte de carbono. O procedimento de
marcacgado foi o mesmo do primeiro protocolo e o rendimento final foi de 80%
(Schibli et al., 2002). Uma propriedade importante do '®Re-tricarbonila é sua
instabilidade levando a oxidacao lenta para perrenato. Todavia, o nucleo é mais
estavel apds coordenacdo aos ligantes organicos. A propriedade quimica mais
importante para o nicleo **®Re-tricarbonila pode ser sua habilidade para formar
complexos com um quelante ligado a biomolécula. As 3 posicdes livres do
188Re(CO);" sdo ocupadas com H,O e podem ser substituidas por ligantes

monodentados, bidentados e tridentados (Alberto, 2007).



54

2. OBJETIVO

O objetivo geral do trabalho foi estudar a marcacdo do anticorpo
monoclonal anti-CD20 (Rituximab) com o radioisétopo '*®Re usando duas

técnicas de marcacdao distintas:

Método direto de marcacédo — com o **Re no estado de oxidacéo V.

<

¢ Método de marcacéo via carbonila — com o ***Re no estado de oxidacao .
Especificamente, pretendeu-se:

1. Otimizar os parametros de marcacéo para encontrar a melhor formulagéo,

denominada de “formulag&o otimizada”.
Para esta formulacdo otimizada, avaliaram-se:

2. O comportamento in vitro: estabilidade no plasma; testes de transquelacao,

imunorreatividade e afinidade de ligagao,

3. O comportamento in vivo em animais portadores de tumor.

O trabalho apresenta como contribuicdo inédita o estudo de marcacgao
via carbonila, uma vez que ndo é referenciada em literatura a marcacdo deste

anticorpo com ***Re por este método.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Marcacao de anti-CD20 com '%Re(V)

Oliver e colaboradores reduziram o anti-CD20 com 2-ME para
formulacdo de um kit liofilizado para marcacéo instantanea com *Re. Cada kit
continha 1 mg de anti-CD20; 82,8 mg de tartarato de sodio; 1,67 mg de fluoreto
estanoso e 0,25 mg de &cido gentisico. Para a marcacao, perrenato de sédio (1,5
— 1,9 GBq / 40,5 — 51,3 mCi) foi acidificado, adicionado ao kit e entdo incubado
por 1 hora em temperatura ambiente. A marcacdo com **®Re forneceu uma
pureza radioquimica maior que 95% para um tempo de reacao de até 3 horas e a
atividade especifica foi 1,48 — 1,85 MBg/ug (40 — 50 pCi/ug). A distribuicdo
bioldgica mostrou alta eliminacdo urinaria até 24h (59%) enquanto a excrecao
gastrintestinal foi de 10%. Captacao insignificante pela tire6ide e estdmago
(menor que 0,75 e 1,9%, respectivamente) foi observada (Oliver et al., 2005).

Leyva e colaboradores reportaram sua experiéncia usando *®Re
marcando o anticorpo quimérico anti-CD20 (Rituximab). A reducdo do anticorpo
monoclonal (AcM) foi realizada com 2-ME numa razdo molar de 2000:1 (2-
ME:anticorpo). Eles obtiveram de 4 - 5 grupos sulfidrilas na reducéo. A eficiéncia
de marcacao (>95%) deste método mostrou que o produto final ndo necessitou de
purificagcdo posterior para propositos clinicos. Estudos de estabilidade in vitro do
anti-CD20 marcado foram realizados a temperatura ambiente a 4 h, 24 h e 48 h
em cisteina, soro humano e salina. Na presenca do soro humano, durante as
primeiras 4 h ocorreu transquelacéo de cerca de 15% do **®Re para proteinas do
soro. ®Re radiomarcado também foi transcomplexado para cisteina apés 1 h de
incubacdo a 37°C. Estudos de biodistribuicdo foram realizados mostrando uma
pequena atividade nos rins (10,41%), pulmdes (14,72%) e sangue até 4 h. Estes
valores foram reduzidos até 24 h. Os outros 6rgaos (coracao, figado, estbmago,
baco, etc) tiveram baixa acumulacéo do radiotracador. A imunorreatividade nao foi

afetada pela marcacao (Leyva et al., 2005).
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Ferro-Flores e colaboradores marcaram o anti-CD20 com **Re por um
método de marcagdo direto usando tartarato de soédio como um ligante
competidor fraco. Diferentes formulacdes liofilizadas foram preparadas para
otimizar a concentracdo de cloreto estanoso e de tartarato, o pH e o tempo de
reagdo. Estudos de biodistribuicdo em camundongos normais foram realizados
para assegurar a estabilidade in vivo do complexo ®Re-anti-CD20. Foi obtida
uma alta pureza radioguimica (>97%) e alta atividade especifica (0,5 — 0,7
GBqg.mg™t/ 13,5 — 18,9 mCi.mg™) 1 — 1,5 h apés adicdo do perrenato de sédio ao
kit liofilizado otimizado contendo 2 mg de anti-CD20, 2,3 mg de cloreto estanoso
anidro, 87 mg de tartarato de sédio dihidratado e 0,5 mg de acido ascoérbico, em
pH 4,0. Nenhuma evidéncia do '®Re livre foi encontrada nas 2, 4 e 24 h apds
administracdo do '®Re-anti-CD20 em camundongos. Kits liofilizados mostraram
alta estabilidade durante a estocagem a 4 °C por 6 meses (Ferro-Flores et al.,
2005).

Torres-Garcia e colaboradores fizeram um estudo preliminar para
estabelecer a biocinética do '®Re-anti-CD20 em pacientes e avaliar sua
dosimetria como um radiofarmaco especifico para radioimunoterapia de LNH. A
composicao do kit foi de 1 mg de anti-CD20; 90 mg de tartarato; 2,4 mg de SnCl,
e 0,25 mg de &cido ascorbico. Os kits foram reconstituidos com 3 mL (74 — 110
MBg, 2 — 3 mCi/ 3 mL; ) de perrenato, aos quais 40 pL de HCI 12 mol.L™* foram
adicionados para ajustar o pH para 3 — 3,5 sendo esta solucdo adicionada ao kit
para reconstituicdo instantanea (pH 4). Apds incubacdo em temperatura ambiente
por 60 minutos e imediatamente antes da administracdo aos pacientes, 1 mL de
tampdo fosfato 0,2 mol.L™ estéri pH 7,0 foi adicionado & solucéo
radiofarmacéutica, aumentando o pH final para 5 — 5,5. A pureza radioquimica
determinada por ITLC e HPLC foi maior que 95% com menos de 2% de **Re0,,
de 2 — 3% de '®®Re-tartarato e menos de 1% de '®Re-hidrolisado. Imagens do
corpo inteiro dos pacientes foram adquiridas nos varios tempos apos
administracdo do '®®Re-anti-CD20. Estudos dosimétricos indicaram que apds
administracdo de 4,87 — 8,72 GBq (131,62 — 235,67 mCi) de *®Re-anti-CD20, a
dose total absorvida pelo corpo seria 0,75 Gy, o que corresponde a dose
recomendada para terapia de LNH (Torres-Garcia et al., 2008).
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3.2 Marcacdo de anti-CD20 com *™Tc(V)

Gmeiner Stopar e colaboradores marcaram o Rituximab com *™Tc
usando o método de fotoativacdo para a reducdo do anticorpo. O anticorpo foi
purificado da solugcdo de MabThera (Roche), fotoativado por irradiacdo UV e
marcado com *™Tc (500 MBq/13,5 mCi). A eficiéncia do método de marcacéo foi
avaliada pela determinacdo do numero de grupos tidis livres por anticorpo
fotoreduzido, pela pureza radioquimica e estabilidade in vitro. O rendimento de
marcacdo foi maior que 95% e reprodutivo apOGs estocagem do anticorpo
fotoativado a 80T por 195 dias. Uma média de 4,4 grupos tidis livres por
anticorpo fotoreduzido foi determinada e a imunorreatividade foi mantida (Gmeiner
Stopar et al., 2006).

Gmeiner Stopar e colaboradores demonstraram a primeira experiéncia
clinica do Rituximab marcado com *™Tc. O anticorpo foi reduzido e marcado com
9MTc (700 MBg/18,9 mCi) pelo mesmo método apresentado pelo grupo em
trabalho prévio. Dez pacientes (entre 31 — 70 anos) foram administrados com
9MTc-rituximab. Imagens SPECT e de corpo inteiro foram realizadas apés 1, 3, 6
e 20 h poés-injecdo do marcado e os resultados cintilograficos comparados com os
achados da tomografia computadorizada (CT). Em todos os pacientes a atividade
injetada foi vista na corrente sanguinea, figado, rins e baco. Em um paciente,
atividade aumentada do **"Tc-rituximab foi adicionalmente vista em uma regido
nao evidenciada pelo CT. Em outros trés pacientes acumulagdo aumentada foi
vista na medula 6ssea (Gmeiner Stopar et al., 2008).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Infraestrutura e Equipamentos

Os procedimentos de marcacdo pelo método direto e controle de

qualidade foram realizados nos laboratérios da Diretoria de Radiofarmacia (DIRF),

do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN-CNEN/SP). Com a

gratificacdo de uma bolsa CNPq de doutorado sanduiche, o estudo de marcagéo

via carbonila foi realizado no Centro de Radiofarmacia do Paul Scherrer Institute

(PSI) na Suica. Os equipamentos utilizados, tanto nos laboratorios do IPEN

quanto nos do PSI, estéo listados a seguir:

IPEN:

¢
¢
¢

* & o

<

* o

<&

Calibrador de dose, modelo CRM-35R: Capintec

Chapa de aquecimento com agitador

Estufa com microprocessador de controle de temperatura, modelo Orion
515: Fanen

Espectroscopia gama com detetor de Ge hiperpuro, modelo GX1518 da
Canberra, acoplado ao programa Geniepc para tratamento dos dados
Balanca analitica, modelo M-220: Denver Instrument

Balanca analitica, modelo AUW 220D: Shimadzu

Contador automatico tipo pogo, com cristal Nal (TI), modelo D5002 cobra II:
Packard-Canberra

Espectrofotdmetro UV-VISIVEL, modelo U-2010: Hitachi Instruments
pHmetro, modelo DM-20: Digimed

Gama-camara para animais, modelo Nuclide TH22: Mediso

Equipamento de cromatografia liquida rapida de proteina (Fast-protein

liquid chromatography — FPLC), modelo Biologic Duo Flow: BIO-RAD,
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acoplado com detetor radioativo do tipo Radioactivity Monitor CB506 C-1:
Berthold

Contador automatico tipo poco, com cristal Nal (TI), modelo D5002 cobra II:
Packard-Canberra

Equipamento SPECT/CT para pequenos animais: X-SPECT, Gamma
Medica-ldeas Inc

Espectrofotdmetro UV-VISIVEL, modelo Lambda 35: Perkin Elmer

Forno de microondas para sintese, modelo Initiator 2.5: Biotage
Termomixer, modelo 5436: Eppendorf

Incubadora, shaker Heidolph Unimax 1010 e heating Heidolph Inkubator
1000: Heidolph

Leitor de fésforo, resolucéo do tipo super — 12,5 x 25,2 cm? Perkin Elmer
Imageador de fosforo, modelo Cyclone Plus: Perkin Elmer

Centrifuga, modelo 5415C: Eppendorf

pHmetro, modelo 654: Metrohm

Balanca analitica, modelo AE 240: Metler

4.2 Lista de Materiais e Reagentes

* & & & oo o

Geradores de %W/ Re: Polatom e ITG (Isotope Technologies Garching)
Gerador de **Mo- *™Tc: Mallinckrodt

Anticorpo monoclonal quimérico anti-CD20, MabThera (Rituximab, 100mg /
10 mL): Roche

Camundongos nude imunodeficientes atimicos fémeas (CD1-foxn1™):
Charles River e biotério IPEN-CNEN/SP

Células de linfoma de Burkitt: Ramos (ATCC) e Raji (ATCC e BCRJ -
Banco de Células do Rio de Janeiro)

2-mercaptoetanol (2-ME): Sigma e Fluka

Solucéo isotbnica de cloreto de sodio a 0,9% (NaCl 0,9%): Aster

Nitrogénio gasoso (> 99,9% pureza): White Martins

Fosfato de sd6dio monobéasico monohidratado (NaH,PO,4.H,0), FR: Merck
Fosfato de soédio dibasico (Na;HPO,), grau de pureza p.a.: Merck

Cloreto de Sédio (NaCl), grau de pureza p.a.: Merck
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Hidréxido de sédio (NaOH): Merck

Acido Gentisico (&cido-2,5-dihidroxibenzoico) P.A. (> 99% pureza): Aldrich
Pot4ssio e Sodio tartarato tetraidratado (C4sH4KNaOs.4H,0): Merck
Cloreto Estanoso - SnCl,.2H,0: Quimex

Acido 4-morfolinopropanosulfénico (MOPS): Sigma

Borano de amoénia (BH3NH;3): Fluka

Boranocarbonato de sodio (Na,BH3CO,): Sigma-Aldrich

Borato de sédio anidro (Na;B40O-): Fluka

Carbonato de sédio (Na,COs): Merck

Acido ascoérbico, = 99%: Fluka

Agua bidestilada - Purificador Milli-RX 45: Millipore

Metiletilcetona (MEC): Synth (Labsynth)

Etanol: Merck

Hidroxido de aménia: F. Maia

Acido cloridrico fumegante 37%, p.a: Merck

Soro Albumina Humana (SAH), Albumina humana a 20% Immuno: Baxter
Soro Albumina Bovino (BSA): Sigma

Soro fetal bovino: Cultilab

Suplementos de cultura celular: BioConcept

Cloridrato de cisteina (C3HgCINO,S.H,0): Merck

L-Cisteina (C3H;NO,S): Fluka

L-Histidina (CeHgN30O5): Aldrich

Reagente de Ellman , 5,5'-Ditio-Bis (Acido 2-nitrobenzoico): Sigma
Coluna PD-10 de Sephadex G25 médio: Amersham Pharmacia Biotech
Coluna Bio-Spin 6: BioRad

Coluna de FPLC, Superose 12 (10 x 300 mm) e Superdex 75 (10 x 300
mm): Amersham Biosciences

Cartucho de troca catidnica (IC-Ag): Alltech Associates

Cartucho de troca anidénica (QMA light Sep Pak): Waters Corporation
Suportes cromatograficos: ITLC-SG fibra de vidro (Gelman), TLC-AI silica
gel 60 (Merck) e Papel Whatman 3MM (Whatman)

Suporte universal e vidrarias
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Filtros 0,22 um: Millipore

Agulhas e seringas: BD (Becton Dickinson)

Papel indicador de pH (0 — 14): EMD / Merck
Pipetas automaticas de 50 — 100 pL e 1 mL: Gilson

* & & o o

Cabine de fluxo laminar

4.3 Preparo das solucdes

4.3.1 Tampao Fosfato Salina (PBS) 0,1 mol.L ™ pH 7,4

Para preparo da solucdo (A) pesou-se 5,516 g de NaH,PO4.H,O e
dissolveu-se em 200 mL de agua (H.O) bidestilada; para a solugéo (B) pesou-se
14,19 g de NayHPO, e dissolveu-se em 500 mL de H,O bidestilada. Foram
misturados 95 mL da solucédo (A), 405 mL da solucédo (B) e 9 g de NaCl para
preparo de um litro de solucdo de tampdo. O pH foi ajustado para 7,4 com
solucdo de NaOH (2 mol.L™).

4.3.2 Tampao Fosfato 0,1 mol.L ™ pH 8,0

Pesou-se 6,1 g de NaH,PO,4.H,0 e 8,7 g de Na,HPO, para preparo de
um litro de solucdo de tampéo fosfato 0,1 mol.L* pH 8,0. Para ajuste do pH foi
usado NaOH (2 mol.L™).

4.3.3 Solucdo de cisteina

Para a construcéo da curva padréo de cisteina, que foi usada no teste
de Ellman, preparou-se uma solucdo mae de cisteina de 1,0 mmol.L™, pesando
88 mg de cisteina para 500 mL de tampéo fosfato 0,1 mol.L™* pH 8,0. As diluicdes
feitas foram: 0,75, 0,5 e 0,25 mmol.L™.
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4.3.4 Reagente de Ellman

O reagente de Ellman foi preparado em uma concentracdo de 0,3
mg/mL, usando 3,0 mg de reagente de Ellman para 10 mL de tampéo fosfato 0,1
mol.L™* pH 8,0.

4.4 Geradores de %8W/'%8Re

Os geradores de *%W/**Re produzidos pela Polatom foram adquiridos
pelo IPEN e enviados para o Brasil em meados de 2006, fim de 2007 e meados
de 2009. Os 3 geradores enviados possuiam uma atividade entre 11,1 e 16 GBq
(0300 — 432,4 mCi).

O gerador de ®W/**®Re produzido pela ITG foi adquirido pelo PSI em
novembro de 2008 com uma atividade de aproximadamente 10,5 GBq (O 284
mCi).

Os devidos controles radioquimicos usando papel Whatman 3MM e
NaCl 0,9% (para determinacéo da porcentagem de '®Re na forma de perrenato
de sddio) e radionuclidicos por meio de espectroscopia y utilizando o detetor de
Ge hiperpuro (para determinacdo de contaminantes na solucédo eluida, por ex:
188\7) foram realizados antes do uso dos geradores da Polatom para assegurar a
gualidade do eluido, mesmo que essa qualidade seja certificada pelo fabricante.

De acordo com as especificacdes da Polatom, o gerador de **®w/***Re

consiste basicamente de:

¢ Coluna de gerador preenchida com alumina, na qual o **W é adsorvido;

¢ Agulhas de aco inoxidavel, as quais conectam a coluna do gerador com o
frasco com a solucgéo eluente e os frascos para eluigao;

¢ A coluna e as agulhas estdo localizadas dentro de uma blindagem de
chumbo de 50 mm de espessura;

¢ Membrana filtrante assegurando esterilidade do eluato;

¢ 2 frascos contendo agente bacteriostatico (solu¢do de 0,2% de brometo de

lauril-dimetil-benzilamoénio);
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¢ Controlador de volume de eluicdo. Essa construcdo permite a obtencéo do
volume de eluicédo requerido (mudando o volume do eluente de 4 a 8 mL).
A precisdo do controlador de volume esta dentro de £ 0,5 mL). Isto ajuda a

obtencao da concentracdo radioativa desejada do ***Re em solucao.

A eluicdo de todos os geradores foi realizada usando NaCl 0,9% e os
eluatos foram coletados com frascos a vacuo. O volume de eluicdo foi variado
entre 6 e 8 mL dependendo da concentragdo radioativa necesséaria. No periodo
entre o fim da vida util de um gerador e a aquisicdo de um novo gerador, volumes
menores de eluicdo foram utilizados, geralmente 4 mL, e se fez necessario o uso

de sistema de concentracdo para continuidade dos experimentos.

4.5 Sistema de concentracéo

O sistema de concentracdo é essencial para aumentar
consideravelmente a vida util do gerador, a partir do momento que as elui¢cdes
apresentarem pequenas atividades em grandes volumes, impossibilitando as
marcacOes dos agentes terapéuticos.

Para prolongar o uso do gerador de *®wW/***Re e dar continuidade nos
experimentos de marcacgdo, o uso do sistema de concentracdo se fez necessario
até a aquisicdo de um gerador novo.

As reacOes de troca ibnica sdo as responsaveis pela concentracdo da
atividade em um pequeno volume do solvente. Essa concentragao foi feita por
meio de dois cartuchos, um de troca catibnica a base de prata (IC-Ag) e um de
troca aniénica (QMA Light).

Na coluna de troca catidnica, com a capacidade de 2-4 mEq em
cloretos, ocorre a saturagdo quimica (todos os ions cloreto do eluato s&o
retirados), dada pela passagem do eluato do gerador (com solugcdao NaCl 0,9%),
formando um precipitado insolivel com a prata (AgCl), deixando passar o
perrenato de sédio para a segunda coluna, a QMA de troca anidnica, que é capaz
de reter toda a atividade do Na'®®*ReO,. O *®ReO, é posteriormente eluido com
NaCl 0,9% em volumes apropriados entre 1 — 3 mL.

O esquema do sistema de concentracdo esta exemplificado na FIG. 9.

Antes do inicio do procedimento de concentracdo, o0s cartuchos foram
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condicionados da seguinte forma: na coluna de QMA foram passados 20 mL de
agua deionizada enquanto que na coluna IC-Ag foram passados 10 mL também
de agua deionizada. O *®*Re foi eluido do gerador num volume de 4 mL. Este foi o
volume passado pelo sistema de concentracdo, coletando-se no final um volume
de '®®Re concentrado de aproximadamente 2 mL que foi usado para alguns
experimentos de marcacgéo. O fator de concentragéo foi de aproximadamente 2.

Eluato do
gerador
(4 mL)

Coluna
IC-Ag
AgCl cr
precipital s
insoluvi Y

Na* D

E Ag
2mL
NacCl 0,9%

“d
188Re
Coluna
QMA

12 Coleta: 22 Coleta:
Rejeito Na'®Re0,

FIGURA 9. Esquema do sistema de concentracao utilizado.

4.6 Reducao do anticorpo

O anticorpo Rituximab (RTX) (5 e 10 mg) foi reduzido por reagcdo com 5
e 10 puL de 2-mercaptoetanol (2-ME) a temperatura ambiente por 30 min para
gerar grupos sulfidrilas livres. A solucéo resultante foi passada por uma coluna de
exclusdo molecular PD-10 (preenchida com Sephadex G-25 M) usando tampéao

fosfato salina (PBS) 0,1 mol.L™, pH 7,4, como fase mével e fracdes de 1 mL foram



65

coletadas (10 fragOes). A concentragédo do anticorpo reduzido foi determinada por
densidade 6tica a 280 nm em um espectrofotdmetro UV/VIS e as amostras foram
diluidas usando-se PBS numa proporc¢éo de 1:10 (anticorpo:PBS). O célculo para

determinar a concentracao de anticorpo reduzido foi feito usando-se a equacgéao 1:

Proteina (mg/mL) = Axgo / €250 (1)

Nesta equacdo 0 €5 = 1,4 L.mol*.cm™, representa o coeficiente de
extingcdo molar de IgG a 1 mg/mL e Aygo representa a absorbancia da amostra lida

em espectrofotbmetro a 280 nm.

4.6.1 Construcdo da curva de calibracdo do RTX

A construgao da curva de calibragdo do RTX foi realizada com as
seguintes concentracdes de anticorpo: 2, 4, 6, 8 e 10 mg/mL. De 20 a 100 pL de
anticorpo nativo foram diluidos com PBS 0,1 mol.L™* (pH 7,4), obtendo-se volume
final de 1 mL com as concentracbes de anticorpo mencionadas acima. Para
obtencdo da curva de calibracdo, a absorbéancia das amostras foi lida em

espectrofotometro UV/VIS, com um comprimento de onda de 280 nm.

4.7 Determinacao dos grupos sulfidrilas livres (-SH )

O método mais usado para determinacdo dos grupos -SH € o método
de Ellman, no qual 5,5'-ditio-2 nitrobenzoato (DTNB) é usado para reagir com 0S
grupos -SH para produzir uma substancia amarela com uma absorbancia maxima
de 412 nm. Este método € simples, rapido e direto. Para tanto seguiu-se o
seguinte procedimento: a 50 pL da amostra do anticorpo reduzido foi adicionado
50 uL de reagente de Ellman (0,3 mg/mL) e diluido a 1 mL com tampéao fosfato
0,1 mol.L™* pH 8,0. A mistura foi incubada a temperatura ambiente por 5 min e a
absorbancia medida em um espectrofotbmetro UV/VIS em 407 nm. O numero de
tidis livres foi determinado por comparagdo com uma curva padrao de cisteina. O

resultado foi expresso como grupos sulfidrilas (-SH) por molécula de anticorpo.
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O numero de mmol/L de anticorpo reduzido foi determinado utilizando a
equacado 2 e o numero dos grupos —SH por molécula de anticorpo foi determinado

usando a equacéao 3.

mmol/L = [(mg de Ac/mL) / PM 1gG] x 10° 2)

-SH/mol de Ac = (mmol/L interpolado na curva de cisteina)/(mmol/L de Ac) (3)

Segundo o protocolo da Agéncia Internacional de Energia Atdmica
(AIEA) (2001), a faixa esperada do n°® de grupos -SH por molécula de anticorpo
esta entre 4 a 6 grupos. Na literatura o n°encontrado por alguns pesquisadores

varia de 3 a 10 grupos —SH por molécula de anticorpo.

4.7.1 Construcdo da curva padrao de cisteina

A construgdo da curva padrdo de cisteina foi realizada com as
seguintes concentracdes milimolares: 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0. Amostras de 50 pL de
cada solucao de cisteina foram incubadas com 50 pL de solucédo de reagente de
Ellman e 0,9 mL de tamp&o fosfato 0,1 mol.L™* pH 8,0 por 5 min. A leitura foi
realizada em espectrofotometro UV/VIS, com um comprimento de onda de 407
nm. Como solucéo de referéncia usou-se 1 mL de tampéo fosfato 0,1 mol.L™* pH
8,0.

4.8 Cultura celular

Duas linhagens de células de linfoma Burkitt humano foram usadas
neste trabalho: células Raji e Ramos. As células foram cultivadas a 37C em meio
RPMI 1640 suplementado com soro fetal 10%, glutamina-L 2 mmol.L™, penicilina
100 unidades/mL, estreptomicina 100 pg/mL e fungicida 0,25 pg/mL em ar
umidificado com CO, 5%. As células cultivadas foram lavadas com meio RPMI
1640 frio e resuspensas em PBS 0,1 mol.L™ /BSA 0,5% frio (pH 7,4) para a
concentracdo final desejada para os ensaios. A concentracdo das células foi

medida usando uma camara Neubauer e um microscopio.
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4.9 Método de marcacéo direta: '*Re(V)

Inicialmente, os estudos de marcacéao direta foram realizados com a
formulacdo proposta por Oliver e colaboradores': 1 mg de RTX.q; 82,8 mg de
tartarato de sddio; 1,67 mg de cloreto estanoso (SnCl,.2H,0) e 0,25 mg de acido
gentisico (Oliver et al., 2005). Perrenato (Na'®®*Re0,) eluido de um gerador de
188\\//'®8Re em cloreto de sédio 0,9% (NaCl 0,9%) foi adicionado (642,5 MBq /

17,4 mCi) a essa solucao que foi incubada por 1 hora em temperatura ambiente.

4.9.1 Parametros da marcacao direta

A otimizacdo da marcacao foi realizada pela variacdo dos seguintes
parametros: massa do anticorpo RTX.q4 (0,25; 0,5; 1,0 e 2,5 mg), massa do
agente redutor (SnCl,.2H,0) (0,25; 0,5; 1,0; 1,67; 3,0; 5,0 e 7,0 mg), massa de
tartarato (20,7; 41,4; 82,8; 165,6 e 331,2 mg) e tempo de reacao (15; 30; 60 e 120
min). Para a formulacdo otimizada foi estudada a estabilidade em diferentes
tempos (4, 6 e 24 h) e temperaturas (temperatura ambiente, geladeira e gelo
seco) como também a influéncia do pH.

4.9.2 Andlise radioquimica do  **®*Re(V)-RTXeq

A qualidade final do produto, **®Re(V)-RTXeq, foi avaliada com técnicas
radioquimicas, nas quais o rendimento da radiomarcacdo foi estimado com os
seguintes estudos cromatograficos: Cromatografia de papel (CP); Cromatografia
de camada delgada (CCD) e Cromatografia de filtracdo em gel (CGF). No Anexo &
apresentada a teoria sobre a técnica de cromatografia.

4.9.2.1 Cromatografia de papel (CP) e camada delgad a (CCD)
A cromatografia de camada delgada (CCD) em fitas de vidro revestidas

de silica gel (ITLC-SG: Instant Thin Layer Chromatography) foi utilizada para

separar o anticorpo radiomarcado das possiveis impurezas geradas no processo.

! Oliver e colaboradores realizaram a marcacdo wsarg? mg de fluoreto estanoso (§n€nquanto que
neste trabalho foi usado 1,67 mg de cloreto estaf®rsCh.2H,0) (Oliver et al., 2005).
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Devido a interrupgdo do fornecimento das fitas de ITLC-SG fibra de vidro pelo
fabricante PALL, a avaliacdo de outras fases estacionéarias foi feita caso fosse
necessario a substituicdo destas fitas na continuidade do trabalho. Com esse
propésito, estudou-se também a cromatografia de papel (CP) em papel Whatman
3MM e a cromatografia de camada delgada (CCD) em fitas de aluminio revestidas
de silica gel (TLC-SG/AI: thin layer chromatography silica gel / aluminium sheets).
A TAB. 7 relaciona o suporte (fase estacionaria) com a respectiva fase movel que

foram utilizadas.

TABELA 7. Relacdo da fase estacionaria com a fase movel adotadas nos
sistemas cromatograficos CP e CCD.

FASE ESTACIONARIA FASE MOVEL

NaCl 0,9%
Metiletilcetona (MEC)

ITLC-SG fibra de vidro

ITLC-SG fibra de vidro/albumina 5% Etanol:amonia:agua
NacCl 0,9%
Whatman 3 MM
MEC
_ NacCl 0,9%
TLC-SG aluminio
MEC

A mistura de solvente etanol:aménia:agua (EtOH:NH4OH:H,0O) foi
preparada numa proporcao de 2:1:5 (v:v:v). A fita de ITLC-SG fibra de vidro usada
com esta fase movel teve um preparo especial, sendo embebida em uma solucéo
de SAH a 5%, seca ao ar livre e entdo estocada em geladeira, por até dois dias
no maximo, para utilizacdo na cromatografia.

Apds o tempo de reacdo estipulado para a marcagdo, uma aliquota da
solucdo de '®Re(V)-RTXeq foi aplicada nos suportes (fitas de 1,5 x 12 cm) a um
centimetro e meio da margem inferior. O suporte foi colocado em uma cuba de
vidro, com a fase movel correspondente, que por capilaridade desenvolve pelo
suporte até 12 cm do ponto de aplicagdo. Ao final, as fitas foram secas em estufa
a 60C e cortadas em 10 segmentos. A FIG. 10 mostra uma representacdo
esquematica das etapas do desenvolvimento da cromatografia. Para

determinacao da pureza radioguimica, os 10 segmentos das fitas foram colocados
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dentro de tubos de contagem e levados ao contador gama para medida da
radioatividade. Todas as fitas foram feitas em duplicata.

. T

FIGURA 10. Representacdo esquematica do desenvolvimento da cromatografia
(Site 7).

Com este sistema cromatografico as espécies de interesse
pesquisadas foram: ®Re reduzido hidrolisado (**®Re0,); *¥Re(V)-RTXeq, **°Re-
tartarato e *Re livre (**Re0,). Os valores do fator de retencéo (Ry), que é a
relacdo entre o quanto a espécie quimica migrou em relacdo a corrida do solvente,
das possiveis espécies quimicas presentes apdés a marcacdo para cada fase

movel usada estao listados na TAB. 8.

TABELA 8. Determinacao dos R;dos produtos para cada fase movel usada.

NaCl 0,9%? MEC? EtOH:NH ,OH:H,0O"

188Re0, 0,0 0,0 0,0
188Re(V)-RT X eq 0,0 0,0 1,0
188Re-tartarato 1,0 0,0 1,0
¥ Re0, 1,0 1,0 1,0

8Fita ITLC-SG fibra de vidro, TLC-SG (Al) e papel Whatman 3 MM.
PFita ITLC-SG fibra de vidro embebida em albumina 5%.
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4.9.2.2 Cromatografia de filtracdo em gel (CGF)

A expressao filtracdo em gel, ou exclusdo molecular, é utilizada para
descrever a separacdo de moléculas de diversos tamanhos através de granulos
constituidos por compostos organicos poliméricos com a capacidade de
estabelecer uma rede tridimensional de poros que lhes confere propriedade de
crivo molecular (Marques, 2001).

O principio desta técnica baseia-se no fato de que moléculas com
diferentes tamanhos demoram tempos diferentes a atravessarem uma coluna
constituida por granulos de gel em equilibrio com uma fase mdvel. Moléculas
grandes, que séo excluidas dos poros, passam por fora dos granulos do gel e sédo
as primeiras a serem eluidas, enquanto que moléculas menores, que podem
penetrar nos poros dos granulos, passam mais devagar, sendo assim retardada a
sua eluicdo. As moléculas de uma amostra sdo portanto eluidas segundo uma
ordem decrescente do seu tamanho molecular (Marques, 2001).

Uma outra aplicacéo da filtracdo em gel, e tirando partido da excluséo
molecular dos géis, € a dessalinizagdo de amostras, nomeadamente de extratos
protéicos. Pode também ser aplicada para trocas de tampdo dos extratos ou
solugdes protéicas. As moléculas de elevado peso molecular (M;) séo eluidas com
0 volume morto da coluna enquanto moléculas de baixo M, sdo distribuidas entre
a fase estacionaria, sendo eluidas num volume mais elevado. Na dessalinizacao
de amostras protéicas, a porosidade do gel é escolhida de modo a excluir as
proteinas sendo eluidas com o volume nulo da coluna, sendo assim separadas de

moléculas pequenas como sais (Marques, 2001).

4.9.2.2.1 Cromatografia de Filtragdo em Gel (CGF) e m coluna PD-10

As colunas comerciais PD-10 contém como enchimento o Sephadex™
G-25 médio, um polimero de dextrano, e sdo especialmente preparadas para
dessalinizacdo e/ou troca de tampé&o de amostras. O Sephadex (nome comercial)
€ um gel polimérico de dextrano, com ligacGes cruzadas de pontes de hidrogénio
entre as cadeias, criando uma estrutura porosa. Este tipo de coluna apresenta
uma altura de 5 cm e tem um volume de gel de 9,1 mL (Marques, 2001).
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A coluna foi equilibrada com 25 mL de tamp&o PBS 0,1 mol.L™, pH 7,4.
As amostras (1 mL) foram colocadas no topo do gel. A eluicdo do gel foi feita com
PBS 0,1 mol.L™ (pH 7,4) e o volume das fragdes coletadas foi de 1 mL. O nlimero
de fracOes coletadas variou de 20 a 40 fragcbes, dependendo da amostra aplicada.
Em todos os experimentos, a radioatividade da coluna foi contada em um
calibrador de dose logo apés a aplicacdo da amostra (atividade inicial) e ao final
da eluicdo (atividade residual). As fracbes coletadas também foram analisadas
pela contagem da radioatividade com o calibrador de dose.

As amostras analisadas por CGF em coluna PD-10 foram preparadas
de acordo com os procedimentos listados abaixo:

(1) ¥Re(V)-RTXeq: A marcacdo foi realizada com 1 mg RTXeq; 82,8 mg
tartarato; 1 mg SnCl,.2H,O; 0,25 mg acido gentisico e 1 mL **®*ReO4. Apbs o
tempo de reacdo de 1 h em TA, 0,5 mL dessa solu¢éo foi diluido para 1 mL com
PBS 0,1 mol.L™* (pH 7,4) e entdo feito o controle em coluna PD-10. O volume
restante da solucdo de marcacao foi incubado em estufa a 37 T e apés 1 e 4 h
feito o controle em PD-10 (20 fra¢Ges foram coletadas).

(2) *®*Re(V)-RTXeq: A marcacdo foi realizada com 0,25 mg RTX.eq; 82,8
mg tartarato; 1 mg SnCl,.2H,0; 0,25 mg acido gentisico e 1 mL ***Re0O.,". Apds o
tempo de reacdo de 1 h em TA, 0,5 mL dessa solucéo foi diluido para 1 mL com
PBS 0,1 mol.L™ (pH 7,4) e entdo feito o controle em coluna PD-10. O volume
restante da solucdo de marcacéo foi dividido em 2 aliquotas de 0,5 mL, sendo
uma aliquota incubada em estufa a 37 C e ap6s 1 h feito o controle em PD-10 e
a outra aliquota mantida em gelo seco e apos 6 h feito o controle em PD-10 (20
fracOes foram coletadas).

(3) 1¥¥ReO4 + SNCl,».2H,0: 13 mg de SnCl,.2H,0 foi dissolvido com 1 mL
de HCI 0,1 mol.L* e nitrogenado por 10 min. Em seguida, essa solucdo foi
adicionada a 1 mL de '®Re0, eluido do gerador. Apés o tempo de reacdo de 10
min, para reducao do perrenato de sédio, foi feito controle em PD-10 (40 fracGes
foram coletadas).

(4) *®*Re0,: 0,5 mL de *®*Re0,, eluido do gerador, foi diluido para 1 mL
com PBS 0,1 mol.L™ (pH 7,4) e feito o controle em PD-10 (40 fraces foram

coletadas).
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O objetivo dos experimentos (1) e (2) foi comprovar a melhor massa de
RTXeqg NO processo de marcacgao e a estabilidade da radiomarcacdo em relacao
ao tempo e temperatura. Os experimentos (3) e (4) consistiram na determinacdo
do perfil de eluicdo do '®Re coloidal (**®Re reduzido — experimento 3) e do

perrenato livre (experimento 4).

4.9.3 Desafio a cisteina: ®Re(V)-RTXeq

Para o desafio a cisteina, aliquotas de 50 pL de *®Re(V)-RTXeq foram
adicionadas a 50 pL de uma solucdo de cisteina (10 mg/mL — 80 mmol.L™) em
PBS 0,1 mol.L™, pH 7,4. As solu¢Bes foram incubadas a 37C em uma estufa e
apos 1, 4 e 24 h aliquotas foram removidas e analisadas por cromatografia de
papel usando Whatman 3MM como fase estacionaria e NaCl 0,9% como fase
mével. Por meio desse sistema consegue-se mensurar a porcentagem de *Re
ligado & cisteina e a porcentagem de *®Re ligado ao anticorpo, sendo que para
1%8Re-cisteina 0 R; é na faixa de 0,67 — 0,83 e para o ***Re-anticorpo o R; é 0,0,
como descrito por Iznaga-Escobar (2001).

4.9.4 Estudos in vivo : *®Re(V)-RTX eq

Todos os estudos in vivo, em animais, realizados neste trabalho foram
conduzidos de acordo com as Leis de Protecdo aos Animais da Suica, em
protocolo préprio do PSI (n°proprio do PSI).

Para os estudos realizados no Brasil, o abrigo e a manutencdo dos
animais foi feito no IPEN de acordo com as normas do biotério local. Estudos de
biodistribuicdo e de imagem foram realizados em camundongos nude
imunodeficientes atimicos fémeas (CD1- foxn1™).

Células Raji (2x10° células / 100 pL), preparadas no INCA (RJ) foram
injetadas subcutaneamente no dorso dos camundongos nude de oito semanas de
idade (fémeas). ApO0s o aparecimento do tumor, os estudos de biodistribuicao
foram iniciados com a injecdo intravenosa de 100 pL de ®Re(V)-RTXeq (100 pg
de RTX.q, 18,5 MB@g/0,5 mCi) na veia caudal. Os animais foram sacrificados
cortando-se a veia jugular 24, 48 e 72 h apoés injecdo. No total foram 5 animais
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para cada grupo de tempo. Amostras de sangue foram coletadas, e o tumor,
orgdos normais (coragdo, pulméo, figado, baco, estbmago, intestino, rins e
bexiga), fémur e muasculo foram dissecados, colocados em tubos pré-pesados,
pesados e contados em um contador gama automatico Packard Cobra II. A
porcentagem de captacdo da atividade administrada de *®Re(V)-RTXeq NOS
diferentes 6rgéos foi calculada em fungédo da atividade administrada de acordo
com as equacdes 4 e 5. A contagem por minuto (cpm) padrao foi determinada
pela contagem de uma aliquota de 10 pL da solucdo injetada nos animais

contendo a mesma concentracéo radioativa de **®*Re.

% Atividade / 6rgdo =.cpm 6rgdo . 100 (4)
cpm padréao
% Atividade / grama de tecido = % Atividade / 6rgao (5)

Peso do 6rgéo

Para a imagem cintilografica, um camundongo nude de cada grupo de
tempo foi sacrificado (24, 48 e 72 h) e imediatamente adquirida a imagem. O
estudo foi realizado usando uma gama-camara. A imagem planar estatica foi
adquirida por mais de uma hora de aquisicdo, em uma matriz 256x256x16,

usando o mesmo protocolo do **™Tc (Ey = 140 keV).

4.10 Método de marcacéao via carbonila

O estudo de marcacéao do RTX via carbonila foi realizado no PSl/Suica
e por ndo haver relatos deste procedimento na literatura, optou-se por iniciar os
experimentos com o radioisétopo ®™Tc que prediz o comportamento e a

viabilidade desta nova rota de marcacéo com o radioisétopo ***Re.

4.10.1 Preparacéo do ntcleo [M(CO) 3] (M = #™Tc/'®Re)

O ndcleo carbonila foi preparado de duas maneiras distintas, de acordo
com o radioisétopo usado. Para o preparo do *™Tc-carbonila [*™Tc(CO)s] foi
usado um kit, desenvolvido e produzido pelos pesquisadores do Departamento de
Radiofarméacia do PSI, com a seguinte composic¢ao:
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4,5 mg de boranocarbonato de sodio (Na,BH3CO,);
2,9 mg de borato de sddio (Na;B,0O7),
7,8 mg de carbonato de sodio (Na,CO3) e

* & & o

9,0 mg de tartarato duplo de sédio e potassio (NaKC4H;06.4H,0).

O pertecnetato [*°"TcO,] em salina (1 mL) foi eluido de um gerador de
PMo-#"Tc e adicionado a um kit de carbonila descrito acima. A mistura foi
aguecida a 150 por 40 s em um forno de microondas . Apés resfriamento, o pH
da solucdo resultante de **"Tc(CO)s foi ajustado com uma mistura de tampao
fosfato 0,6 mol.L™:HCI 1 mol.L™ (3:2) para um pH 6,5 para uso na marcacao.

O preparo do **®Re-carbonila [***Re(C0)s] consistiu da mistura de 50
uL de HCI 4 mol.L™?, 250 pL de acido 4-morfolinopropanosulfonico (MOPS) 0,5
mol.L™, 5 mg de &cido ascérbico e 1 mL de perrenato [**®*ReO4] em salina, eluido
de um gerador de **W/**®Re. Essa solucéo foi purgada com géas argdnio por 15
min e entdo adicionada a um outro frasco contendo 7,5 mg de borano de aménia
(BH3NH3) (previamente purgado com monoxido de carbono por 20 min). Este
frasco com a solucéo resultante foi aquecido por 1 h a 75 — 80C em um forno
convencional. Ap6s o resfriamento, a solucdo de *®Re(CO); foi usada para

marcacao, sem ajuste de pH.
4.10.2 Método de marcacdo: nicleo [M(CO) 3] (M = #*™Tc/'*Re)

Como néo ha relatos do comportamento do anticorpo RTX marcado
com o nucleo carbonila, dois procedimentos de radiomarcagcao foram utilizados:
(1) primeiramente RTX nativo (RTX.a) marcado com *™Tc(CO); e (2)
posteriormente RTX reduzido (RTX.q) marcado com **"Tc/**®Re(CO)s. Para
RTXna;, 0S pardmetros analisados foram o volume do *™Tc(CO); (50 e 100 pL) e
a massa de RTXpq (100 e 250 pg). Para 0 RTXeq, 0S parametros analisados para
marcacéo com *™Tc foram o volume de **™Tc(CO); (10, 20, 30, 40, 50 e 100 pL),
a massa de RTXeq (100, 250 and 500 pg) e o tempo de incubagéo (de 30 min a
24 h apo6s adicdo de *™Tc(CO)3). No caso da marcacdo com ‘*Re os parametros
analisados incluiram a massa de RTX.q (100, 250 e 500 pg) e o tempo de

incubacdo (de 1 a 24 h ap6s adicdo do *®Re(CO);). Todas as solucdes foram
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incubadas a 37C em um termomixer. Para o **Re, a etapa de marcacao foi feita
sob gas argdnio e 0 RTXeq radiomarcado [**®Re(CO);-RTXeq] foi purificado em
coluna de exclusdo molecular do tipo Bio-Spin 6 apds centrifugacédo a 1300 rpm,

durante 3 min.

4.10.3 Andlise do °"Tc/'®Re(CO)3-RTXnatred

Cromatografia liquida réapida de proteina (Fast-protein liquid
chromatography - FPLC) foi usada para avaliar o rendimento de marcacdo do
9MT /% Re(CO)s-RTXnayred. Para isso usaram-se duas colunas de gel filtrac&o:
Superdex 75 (10 x 300 mm - separacdo de proteinas, peptideos e outras
biomoléculas de acordo com o tamanho, ideal para faixa molecular de 3 a 70 kDa)
e Superose 12 (10 x 300 mm - separagdo de proteinas e outras biomoléculas de
acordo com o tamanho, ideal para faixa molecular de 1 a 300 kDa). O tampéao
usado foi PBS 0,1 mol.L™ (pH 7,4) contendo Tween 20 0,1% e azida sédica
(NaN3) 0,02% como fase mével. O fluxo foi 1,0 mL/min, o tempo de corrida foi 35
min e o volume de injecéo foi 50 pL. Um monitor radioativo HPLC Berthold CB506
C-1 foi usado para medida da radioatividade do efluente. A coluna Superose 12
foi usada especificamente para a andlise da estabilidade em plasma humano, ao
passo que as marcacbes no geral e os desafios (histidina/cisteina) foram

analisados tanto na Superdex 75 quanto na Superose 12.

4.10.4 Desafio a histidina e cisteina: " Tc/***Re(C0O)3-RTXeq

Para o desafio a histidina e cisteina, aliquotas de 50 uL de
9MTc/*88Re(CO)s-RTX e foram adicionadas a 50 pL de uma solucéo de histidina
(10 mg/mL —60 mmol.L™?) e cistefna (10 mg/mL — 80 mmol.L") em PBS 0,1 mol.L™,
pH 7,4. As solugdes foram incubadas a 37C em um termomixer e apos 1, 4 e 24h
aliquotas foram removidas e analisadas por FPLC usando os parametros

previamente descritos.
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4.10.5 Estabilidade in vitro do **™Tc/**®Re(C0O)s-RTXeq NO plasma humano

Para investigar a estabilidade do anticorpo radiomarcado no soro
humano, 50 pL de solucéo de *™Tc/**®Re(CO)s-RT X eq foi adicionado a 100 L de
plasma humano e incubado a 37C em um termomixer. Aliquotas foram
removidas ap6s 30 min, 1, 4, 6 e 24 h e analisadas por FPLC usando os

parametros previamente descritos.

4.10.6 Imunorreatividade: °"Tc/*®Re(C0O)3-RT X eq

Dado que a principal caracteristica dos anticorpos é sua capacidade de
unir-se de forma extremamente seletiva a outra molécula, ex. um antigeno, é
importante determinar se 0 anticorpo uma vez radiomarcado conserva suas
propriedades imunorreativas. Esta medida pode ser realizada por meétodos
quantitativos ou qualitativos de imunoandlises (Dias, 2005).

A determinacdo da fracdo imunorreativa, que € a porcentagem do
anticorpo radiomarcado que mantém a sua especificidade original de ligacdo ao
antigeno, foi determinada utilizando o teste de Lindmo (Lindmo et al., 1984).

Rituximab radiomarcado (5 ng/mL) foi adicionado a uma série de seis
diluicdes de células Raji/Ramos entre 10x10° e 7,812x10* células em PBS 0,1
mol.L/BSA 0,5%, pH 7,4. A ligacdo nao-especifica foi determinada pela
saturacdo dos sitios de ligacdo pela adicdo de rituximab ndo-marcado numa
concentracdo de 10 pg/tubo para uma duplicata de diluicdo celular. Os tubos
foram brevemente vortexados e incubados por 2 h a 37C com rotagdo continua
em uma incubadora termoshaker. Apds incubacéo, os tubos foram centrifugados
por 5 min a 2.000 g. O sobrenadante foi aspirado e as células lavadas 2 vezes
com PBS 0,1 mol.L/BSA 0,5%, pH 7,4. Os tubos foram novamente centrifugados
por 5 min a 2.000 g, o sobrenadante foi removido e a radioatividade dos pellets foi
contada em um contador gama automatico Packard Cobra Il. Os dados foram
analisados pelo total de radioatividade aplicada sobre a ligacdo especifica como
uma funcdo do inverso da concentracdo das células. A fracdo imunorreativa foi
determinada por meio da extrapolacdo linear para a concentracdo infinita de

células.
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4.10.7 Afinidade de ligacdo: *°"Tc/**®*Re(CO)3-RTXeq

Estudos de ligacao ao receptor sédo usados para determinar a afinidade
de vérias drogas para um receptor bem como a densidade dos sitios de ligacdo
(Bmax) das familias dos receptores e seus subtipos em diferentes amostras ou
tecidos. Existem dois tipos béasicos de experimentos de ligacdo ao receptor:
saturacdo e competicdo. Experimentos de saturacdo sdo usados para determinar
a afinidade de um ligante radioativo para um receptor e a densidade dos sitios de
ligacdo do receptor em amostras ou tecidos especificos. Estudos de competicao
sdo usados para medir a afinidade de um ligante ndo-marcado para um receptor
(Deupree & Bylund, 2002; Kenakin, 2006).

A base do estudo de ligagdo ao receptor € a ligacdo do ligante (L) ao
receptor (R) para formar um complexo ligante-receptor (LR). O complexo LR &
classicamente referido como “Ligado” (“Bound”), significando a quantidade de
ligante que esta “ligado” ao receptor. O ligante ndo “ligado” é referenciado como
livre (“Free”), significando a quantidade de ligante que esta “livre” e disponivel
para interagir com o receptor. O parametro medido é a quantidade de ligante
radioativo que esta “ligado” ao receptor. Isto requer a separacao do ligante “livre”
do ligante “ligado” apds a reacéo ter alcancado condigdes de estado de equilibrio
(Deupree & Bylund, 2002; Kenakin, 2006).

A determinacédo da ligacdo ao receptor do *"Tc/**Re(C0O)3-RT X eq foi
realizada pelo experimento de saturacdo calculando-se dois parametros
essenciais: a constante de dissociacdo (Kg), que é a concentracdo do ligante
radioativo necessaria para ocupar 50% dos receptores e a densidade dos sitios
de ligacéo (Bmax), que € a medida da densidade dos receptores em um tecido e &
equivalente ao ligante “ligado” quando todos os receptores estdo ocupados pelo
ligante radioativo (Deupree & Bylund, 2002; Kenakin, 2006).

Os estudos de afinidade de ligacdo foram realizados com
9MTc/*%8Re(CO)s-RTXeq Usando células Raji e Ramos. As células foram
resuspensas a uma concentracao final de 10° células/mL. Foram preparadas sete
solugbes teste (em triplicata) contendo RTX.y radiomarcado (quantidades

decrescentes) e 0,5 mL de células. Rituximab ndo-marcado foi adicionado a uma

concentracdo final de 10 pg/mL para saturar os sitios de ligacdo para
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determinacdo subsequente da ligacdo n&o-especifica. As amostras foram
incubadas a 37C com rotagdo continua por 2 h. Ao final, o sobrenadante foi
removido por centrifugacéo e as células foram lavadas com PBS. A radioatividade
do pellet resultante foi contada em um contador gama automatico Packard Cobra
II. A constante de dissociacdo (Kq) e a capacidade maxima de ligagcdo (Bmax)

foram calculadas analisando-se os dados com o software GraphPad Prism.

4.10.8 Estudos in vivo : ®™Tc/**®Re(C0O)s-RT X eq

Para os estudos realizados na Suica, 0 abrigo e a manutencdo dos
animais foi feito de acordo com as leis local de protecdo aos animais. Estudos de
biodistribuicio e de imagem foram realizados em camundongos nude
imunodeficientes atimicos fémeas (CD1- foxn1™).

Células Ramos  (5x10° células/100 pL) foram injetadas
subcutaneamente em ambos os flancos no dorso de camundongos nude de cinco
semanas de idade (fémeas). Para os estudos de biodistribuicdo os camundongos
foram divididos em 2 grupos. Um grupo foi injetado intravenosamente na veia
caudal com 100 pL de *™Tc(CO)s-RTXeq (100 pg de RTXeq, 30 MBg/0,8 mCi)
enquanto que o segundo grupo foi injetado com 100 pL de '*®Re(CO);-RTXeq
(100 pg de RTXq, 6 MB@/0,16 mCi). Os animais do grupo do *™Tc foram
sacrificados por deslocamento cervical 4, 24 e 48 h apoés injecao (4 animais por
tempo). Para o grupo do ®®Re foram usados os tempos de 4 h (3 animais), 24 h
(6 animais), 48 e 72 h (4 animais cada) apdés injecdo. Amostras de sangue e urina
foram coletadas, e os tumores, 6rgdos normais (coragdo, pulméao, figado, baco,
estbmago, intestino e rins), osso e musculo foram dissecados, colocados em
tubos pré-pesados, pesados e contados em um contador gama automatico
Packard Cobra Il. A porcentagem de captacdo da atividade administrada de
9MTc/'%Re(CO)s-RTXeq Nos diferentes 6rgdos foi calculada em funcdo da
atividade administrada de acordo com as equacdes 4 e 5 descritas no item 4.9.4.
A contagem por minuto (cpm) padrdo foi determinada pela contagem de uma
aliguota de 10 pL da solucdo injetada nos animais contendo a mesma

concentracdo radioativa de *™Tc ou **Re.
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Para imagem SPECT apenas um camundongo nude, inoculado com
células Ramos para induzir o tumor, foi injetado com 200 pL de **®Re(C0O)3-RT X eq
(250 pg de RTXeq, 80 MBQg/2,2 mCi). O estudo foi realizado usando um pequeno
dispositivo para animal de SPECT/CT combinado, com uma camara SPECT de
cabeca Unica e um detetor CT. O animal foi sacrificado 24 h apos injecdo do
188Re(C0)3-RTX,eq € imediatamente adquirida a imagem. Os dados SPECT foram
adquiridos por 30 min e reconstruidos usando o software LumaGEM (versao

5.407 lum 10). As imagens foram geradas usando o software Amira (versao 4.0).
4.10.9 Autoradiografia ex vivo

Para o estudo de autoradiografia ex vivo, um camundongo do tipo CD1-
foxn1™, inoculado com células Ramos para induzir o tumor, foi injetado com
188Re(CO)s-RTXed (8 MBg/0,2 mCi) e sacrificado 24h ap6és injecdo.
Imediatamente ap0s a eutanasia, o tumor (de células Ramos) foi coletado e
congelado, embebido em TissueTek, e estocado a -80°C. O tecido congelado foi
cortado em secfes de 10 um com um micrétomo e as se¢des montadas sobre os
slides. Os slides foram expostos a um leitor de fésforo em um cassete de raios-X
durante a noite. Os cassetes foram lidos pelo imageador de fosforo para revelar a

distribuicdo da radioatividade nas secdes.
4.10.10 Autoradiografia in vitro

Autoradiografia in vitro do tecido tumoral foi realizada sobre as secoes
adjacentes daquelas preparadas para autoradiografia ex vivo (ap6s o decaimento
radioativo), permitindo comparacao entre a expressdo do receptor CD20 e a
distribuicdo da radioatividade nas secdes ex vivo. Os slides com as secdes dos
tecidos foram pré-incubados em tamp&o Tris-HCI (170 mmol.L?, pH 7,6, com
MgCl, 5 mmol.L™*) com soro albumina bovino (BSA) 0,25% (m/v) por 10 min a
temperatura ambiente. Entdo, as secfes foram incubadas com 100 pL de uma
solucdo de ®™Tc(CO)s-RTXeq (0,5 MBg/mL em tampé&o Tris-HCI contendo BSA
1%) por 60 min a temperatura ambiente. ApOs incubacdo, as secbes foram
rinsadas 2 vezes por 5 min em tamp&o Tris-HCI frio (com BSA 25%), lavadas por
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5 min em tampao Tris-HCI puro, e por ultimo rinsadas com agua destilada fria. As
secbes com bloqueio da ligacéo foram realizadas adicionando-se 20 pL (094 ug)

de RTXnat. As secOes foram secas e expostas ao leitor de fésforo durante a noite.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Reducdao do anticorpo Rituximab

O entendimento dos grupos funcionais disponiveis na molécula de
anticorpo € a chave para a escolha do melhor método para marcag¢ao. Muitos dos
métodos usam um dos trés sitios disponiveis na molécula de anticorpo: aminas
primarias (-NH), residuos de carboidrato e grupos sulfidrilas (-SH). O sitio para
marcacao escolhido neste trabalho foi o grupo sulfidrila. Os grupos sulfidrilas sédo
formados pela reducéo das pontes dissulfidricas do anticorpo (Thermo Scientific
Science, 2009).

As reducgbes do anticorpo RTX foram realizadas conforme a
necessidade de uso e o procedimento adotado no Brasil foi 0 mesmo usado na
Suica. De 5 a 10 mg de RTX foram reduzidos por reacdo com o agente redutor 2-
ME. A concentracdo protéica das 10 fracdes coletadas na reducdo foi
determinada em um espectrofotdmetro UV/VIS (Abs 280 nm) e como os valores
obtidos, em mg, foram superiores ao valor de massa inicial reduzida, optou-se
pela correcéo dos valores de cada fracdo usando a curva de calibracdo do RTX,
obtida pelo ensaio de uma série de amostras do RTX com concentragcdes entre 2

e 10 mg/mL, como mostra a FIG. 11.
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FIGURA 11. Curva de calibracdo obtida para o AcM quimérico RTX.
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A curva de calibragdo do anticorpo (FIG. 11) foi obtida com uma
excelente correlacdo linear entre os padrdes de RTX e a absorbancia (r* =
0,9945), mostrando a confiabilidade da mesma.

No protocolo da AIEA é citado que o anticorpo reduzido é eluido nas
fracOes de 3 — 8 e que o “pool” do anticorpo reduzido deve ser composto apenas
pelas fracbes que tiverem uma concentracdo protéica maior que 0,5 mg/mL.
Usando a equacao 1, descrita no item 4.6, o calculo foi realizado para as 10
fracOes coletadas na reducdo do RTX, baseado na absorbancia obtida para cada
fracdo. Um exemplo da correlagdo entre a fracdo coletada e a concentracao
protéica (mg/mL) determinada para este estudo € mostrado na FIG. 12.
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FIGURA 12. Concentracao protéica (mg/mL) obtida para cada fracdo coletada (1
mL cada) na reducéo do anticorpo RTX. Este resultado representa a reducdo de
10 mg de RTX com o agente redutor 2-ME.

Como mencionado, o parametro utilizado para escolha das fracbes
para formacdo do “pool” de anticorpo reduzido foi usar as fracdes que
apresentassem uma concentracdo protéica maior que 0,5 mg/mL. Analisando
todas as reducdes realizadas durante o trabalho, percebeu-se que o anticorpo
reduzido poderia ser coletado nas fracdes de 3 a 6. A FIG. 12 mostra um caso em
que 0 RTXq foi coletado nas fragbes 3, 4 e 5. Em seu trabalho, Dias (2005)
analisou por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) as 10 fracdes de dois
anticorpos (anti-CEA e anti-EGF/r3), reduzidos pelo mesmo método aqui
apresentado, e constatou que o agente redutor 2-ME estava, muitas vezes,

presente nas fragcbes 5 e 6. Contudo, a partir da fracdo 7 apenas o 2-ME foi
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coletado e foi mostrado também que ele absorve no mesmo comprimento de onda
que o anticorpo, podendo assim mascarar o valor de concentracdo protéica. Esta
analise foi aqui realizada e o0 mesmo resultado foi constatado. Com isso, para se
conseguir um “pool” de anticorpo reduzido puro, sem a presenca do agente
redutor 2-ME (que pode sobreviver a etapa de filtracdo em gel), utilizaram-se
apenas as fragdes 3 e 4 em todos 0s casos.

O processo de reducéo realizado foi eficiente, apresentando na maioria
dos casos uma boa porcentagem de recuperacdo da proteina inicialmente
reduzida, com uma recuperacdo média apos a reducdo de 96 + 4% (média = DP,

n = 10).
5.2 Determinacao do n°de grupos sulfidrilas (-SH)
O n° de grupos -SH foi obtido por comparagdo com uma curva padrdo

de cisteina, obtida pelo ensaio de uma série de padrdes de cisteina com

concentracdes entre 0,25 e 1,0 mmol.L™*, como mostra a FIG. 13.
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FIGURA 13. Curva padrao de cisteina construida para determinacao dos grupos
—SH.

Uma excelente correlacdo linear foi encontrada entre a concentracao
de cisteina e a absorbancia (> = 0,9986). Foi realizada uma varredura das
amostras e nenhuma diferenca significante foi encontrada entre a densidade Gtica

de 407 nm (usada neste trabalho) e 412 nm (descrita na literatura).
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Anticorpos do tipo IgG de camundongo contém de 4 a 6 pontes
dissulfidricas intercadeias e 12 intracadeias oferecendo um maximo de 36 grupos
-SH por molécula de anticorpo (Dias, 2005). A determinacdo dos grupos sulfidrilas
obtidos por reducdo com 2-ME usando reagente de Ellman indicou a producéo de
6,5 £ 1,0 grupos —SH por molécula de anticorpo (média + DP, n = 10), o que
representa, aproximadamente, 18% do total de grupos -SH que podem ser
gerados por molécula de anticorpo.

Leyva e colaboradores (Leyva et al., 2005) obtiveram de 4 a 5 grupos —
SH na reducdo do RTX com 2-ME, enquanto que Ferro-Flores e colaboradores
(Ferro-Flores et al., 2005) pelo mesmo método de reducdo produziram de 3 a 6
grupos -SH. Gmeiner Stopar e colaboradores usaram um método de fotoativacéo
para a reducao do anticorpo RTX e conseguiram uma média de 4,4 e 4,1 grupos —
SH por molécula de anticorpo fotoreduzido (Gmeiner Stopar et al., 2006, 2008).
Griffiths e colaboradores usando 2-ME para reduzir uma IgG obtiveram de 1 a 9
grupos -SH por molécula de IgG (Griffiths et al.,, 1991). Paik e colaboradores
avaliaram grupos sulfidrilas em seu trabalho apds a incubacdo de um anticorpo
com cloreto estanoso por 30 min numa razdo de 10:1 (SnCly:anticorpo) e a
porcentagem de reducéo foi de 15,3%, baseado nos 36 grupos —SH por molécula
de anticorpo (Paik et al., 1985). Garron e colaboradores usaram 2-aminoetanétio
(AET) por 30 minutos numa razdo de 3000 a 9000:1 (AET:anticorpo) e
observaram uma porcentagem de reducéao dos grupos —SH entre 11,9% e 22,2%
e tiveram 98% de rendimento de radiomarcacdo com **"Tc (Garron et al., 1991).
Percebe-se que os resultados encontrados no presente trabalho estdo de acordo
com os apresentados na literatura.

A importancia dos grupos —SH da molécula de anticorpo, no caso de
marcacéo direta com o radioisétopo " Tc, deve-se ao fato de que eles sdo a
ligagdo para o ion tecnécio, sendo essenciais para a eficiéncia de marcacao de
anticorpos monoclonais. Reno & Bottino em 1987 (Reno & Bottino apud
Eckelman & Steigman, 1991) mostraram que apenas 24% de um anticorpo nao
reduzido se ligou ao **"Tc, enquanto que 83% do mesmo anticorpo se ligou ao
9MTc quando reduzido com DTT (Eckelman & Steigman, 1991).
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5.3 Método de marcacéo direta: '**Re(V)
5.3.1 Marcacao direta: Variaveis e Analise radioqui mica usando CP e CCD

Como mencionado na metodologia, as primeiras marcagfes foram
realizadas com a formulacao liquida proposta por Oliver e colaboradores (Oliver et
al., 2005), com uma pequena modificacdo do agente redutor, como descrita a
seguir: 1 mg de RTXq; 82,8 mg de tartarato; 1,67 mg de SnCl,.2H,O (que
corresponde a 0,88 mg de fon estanho - Sn?*); 0,25 mg de &cido gentisico; 1 mL
de *®Re (642,5 MBq / 17,4 mCi) e pH 5,5 (média + DP, n = 2). Nessas condicdes
o rendimento de marcacao obtido para esta formulacéo foi 67,0 £ 0,2% (média +
DP, n = 2) sendo que Oliver e colaboradores conseguiram 95% de pureza
radioquimica usando essa formulacdo mas com 1,67 mg de SnF, (que
corresponde a 1,26 mg de Sn?") (Oliver et al., 2005). Pela diferenca dos
resultados, partindo dessa formulacdo, uma série de variacdes foram realizadas
para encontrar a formulacdo otimizada para este trabalho. O primeiro teste foi a

variacdo da massa de anticorpo como mostra a FIG. 14.
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FIGURA 14. Pureza radioquimica (%) ap0s a variacdo da massa do anticorpo
RTXeg. Os parametros usados foram: 82,8 mg de tartarato; 1,67 mg de
SnCl,.2H,0; 0,25 mg de acido gentisico, 1 mL de **®Re (542,1 MBq / 14,7 mCi) e
pH 5,8 + 0,6 (média £ DP, n = 4). Tempo de reacdo de 1 h em temperatura
ambiente. Os resultados sao expressos como média = DP: n = 3 para 0,25 e 1,0
mg de RTX,eg e n =2 para 0,5 e 2,5 mg.
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A porcentagem de RTX.q marcado com '®Re(V) foi de 88 + 7% para
0,25 mg; 90 + 4% para 0,5 mg; 94 + 1% para 1 mg e 83 = 5% para 2,5 mg. O
melhor resultado foi encontrado com a massa de 1 mg de anticorpo, em acordo
com o trabalho de Oliver e colaboradores e Torres-Garcia e colaboradores (Oliver
et al., 2005; Torres-Garcia et al., 2008). Para Ferro-Flores e colaboradores a
massa de anticorpo otimizada para a formulagcdo de um kit liofilizado foi 2 mg
(Ferro-Flores et al., 2005). Gmeiner Stopar e colaboradores usaram 0,5 e 0,75 mg
de RTXeq para marcacdo com **™Tc (Gmeiner Stopar et al., 2006 e 2008).

O fon estanho (Sn**) é o redutor mais usado para pertecnetato na
pratica radiofarmacéutica, e portanto, € uma tentativa l6gica usa-lo para reducao
do perrenato no preparo de radiofarmacos de rénio. Duke & Peterson em 1959
notaram que sem a presenca de qualquer nivel de estanho, os rendimentos de
marcacéo com '®Re foram zero (Duke & Peterson apud Sailerova & Billinghurst,
2003). Desde que a marcagcao é controlada pela reducdo e a reducdo é um
resultado da adicdo do Sn®* no sistema, é de se esperar que a eficiéncia de
marcacéo poderia ser diretamente relatada a concentracdo de Sn?* na preparacéo
(Sailerova & Billinghurst, 2003). Apos confirmacao da melhor massa de RTX g, fOi
feita a variacdo da massa do agente redutor (SnCl,.2H,0), sendo os resultados
apresentados na FIG. 15. Para tanto foi usado: 1 mg de RTX.q; 82,8 mg de
tartarato; 0,25 mg de &cido gentisico, 1 mL de *®Re (510,9 MBq / 13,8 mCi), pH
56 + 0,7 (média + DP, n = 13) e tempo de reacdo de 1 h em temperatura

ambiente.
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FIGURA 15. Pureza radioquimica (%) de acordo com a variagcdo da massa do
agente redutor (SnCl,.2H,0). Os resultados sédo expressos como média £ DP: n =
1 para 0,25 e 7,0 mg de SnCl,.2H,0; n = 3 para 1,0 mg e n = 2 para as outras
massas.
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Para Ferro-Flores e colaboradores a formulacao final do kit liofilizado
foi preparada com alta concentracdo de cloreto estanoso anidro (2,3 mg que
corresponde a 1,44 mg de Sn**) e por consequéncia, com uma maior massa do
ligante (tartarato) para estabilizar o ion estanho e o perrenato reduzido na
solucdo. Os autores reconstituiram o kit com 3 mL de ***Re para a marcac&o, com
uma atividade de aproximadamente 350 — 400 MBg.mL™? (9,5 — 10,8 mCi.mL™?)
(Ferro-Flores et al., 2005). Torres-Garcia e colaboradores usaram uma
concentracdo similar do mesmo redutor, 2,4 mg de SnCl, (que corresponde a 1,5
mg de Sn**) e reconstituiram o kit com 3 mL de perrenato com uma atividade
entre 74 — 110 MBq (2 — 3 mCi) (Torres-Garcia et al., 2008). O fato dos autores
usarem uma baixa atividade de '®Re para marcacdo n&o justifica o uso de uma
alta massa de cloreto estanoso. No kit liofilizado pode haver reducéo de massa de
Sn?*, devido a perda ocorrida no processo. Esta pode ser uma justificativa pela
escolha de uma maior massa para a formulag&o do kit.

Oliver e colaboradores usaram 1,67 mg de SnF, (correspondente a
1,26 mg de Sn?") e obtiveram um bom rendimento de marcacdo com uma
atividade de '®®Re de 1,5 — 1,9 GBq (40,5 — 51,3 mCi) (Oliver et al., 2005).
Analisando a FIG. 15 verifica-se que neste trabalho o melhor rendimento de
marcagcdo foi obtido com 1 mg de SnCl,.2H,O. Ao se fazer o célculo
estequiométrico, constatou-se que as massas de Sn®' usadas pelos autores
acima citados foram maiores do que as usadas neste trabalho. De acordo com a
FIG. 15, altas concentragbes de SnCl,.2H,O nao favoreceram a marcacao,
fornecendo um rendimento de marcacao abaixo de 90%. Como é desejavel usar
uma massa minima de agente redutor devido a sua toxicidade, a massa de 1 mg
de SnCl,.2H,0 foi usada como padréo em todas as outras marcacoes.

O tartarato de sédio age como um ligante fraco na marcacdo com a
funcdo de estabilizar o perrenato reduzido (no estado intermediério pentavalente),
que pode ser facilmente reoxidado para *®ReO, (por causa das suas
propriedades de reducdo) como também ajuda na cinética de marcacdo do
anticorpo através de um intercambio de ligantes fazendo com que os grupos —SH
do anticorpo liguem-se fortemente ao metal (Perera et al., 2003; Ferro-Flores &
Hashimoto, 1997; Kodina et al., 2005). O efeito da massa de tartarato foi estudado
e 0s resultados encontrados estdo demonstrados na FIG. 16. Os seguintes

parametros mantiveram-se fixos: 1 mg de RTXq; 1 mg de SnCl,.2H,0; 0,25 mg
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de &cido gentisico, 1 mL de **®Re (508,3 MBq / 13,7 mCi), pH 6,0 + 0,7 (média +

DP, n = 15) e tempo de reacao de 1 h em temperatura ambiente.
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FIGURA 16. Pureza radioquimica (%) de acordo com a variacdo da massa do
tartarato. Os resultados sdo expressos como média + DP: n = 3 para todas as
massas de tartarato.

Nesta avaliacdo constatou-se uma pequena porcentagem de tartarato
marcado com '®®Re para as massas de 82,8 mg de tartarato (0,3% de tartarato
marcado) e 331,2 mg de tartarato (0,2% de tartarato marcado). Para as outras
massas de tartarato estudadas a porcentagem de tartarato marcado foi zero.

Assim como para Oliver e colaboradores a massa de 82,8 mg de
tartarato confirmou ser a melhor para a reacédo de marcacao (Oliver et al., 2005).
Ferro-Flores e colaboradores e Torres-Garcia e colaboradores usaram 87 mg e
90 mg de tartarato, respectivamente (Ferro-Flores et al., 2005; Torres-Garcia et
al., 2008). Essas quantidades de massa foram necessarias devido a alta
concentracdo de agente redutor (SnCl,) usada.

O ultimo parametro a ser estudado foi o tempo de reacdo e para esse
estudo manteve-se fixa a seguinte formulacdo: 1 mg de RTX.q4; 82,8 mg de
tartarato; 1 mg de SnCl,.2H,0; 0,25 mg de &cido gentisico; 1 mL de '**Re e
reacdo a temperatura ambiente, como mostra a FIG. 17. E importante encontrar
um tempo de reacdo minimo que produza um bom rendimento de marcacgao para

reduzir a perda do ***Re devido ao seu decaimento.
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FIGURA 17. Pureza radioquimica (%) de acordo com a variagdo do tempo de
reacdo. Os resultados sdo expressos como média £ DP: n = 1 para 15 e 120 min;
n =2 para 30 min e n = 3 para 60 min. A atividade foi de 519,7 MBq / 14 mCi e pH
59+0,8 (média+DP, n=7).

O melhor tempo de reacdo foi 1 hora, o mesmo usado por outros
autores (Oliver et al., 2005; Torres-Garcia et al., 2008; Ferro-Flores et al., 2005).
Gmeiner-Stopar e colaboradores também escolheram o tempo de 1 h de reacédo
ao marcar o anticorpo RTX.eq com *™Tc (Gmeiner-Stopar et al., 2008). Ferro-
Flores e colaboradores ao analisarem por CLAE o anticorpo RTX,eg marcado com
1%8Re apds 15 min de reacdo, observaram um baixo rendimento de marcacdo com
alta porcentagem de !*®ReO,, mesmo comportamento apresentado neste
trabalho (FIG. 17). Para estes autores, o tempo de 30 min também forneceu um
baixo rendimento de marcacdo, com a formacédo de 20 — 30% de agregados
(Ferro-Flores et al., 2005). Na FIG. 17 pode-se verificar que a formacao de
188Re0, e ®®Re0, ficou entre 10 e 30%.

O ®Re é um emissor B~ de alta energia, o que pode resultar em
radiolise em solucfes aquosas durante o preparo da radiomarcacao e estocagem,
via reoxidacdo do rénio ligado a proteina para perrenato livre especialmente
quando as atividades de rénio sdao aumentadas. Um dos produtos radioliticos
formados é o perdxido de hidrogénio (H.0O,), um poderoso oxidante (Sailerova &
Billinghurst, 2003). Varias combina¢gfes de agentes estabilizantes incluindo
antioxidantes (acidos ascorbico e gentisico), agente quelante DTPA e soro
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albumina humano (SAH) podem ser usados para garantir a estabilizacdo das
preparacdes de '®Re (Sailerova & Billinghurst, 2003). O &cido gentisico foi
escolhido para a marcagao baseado na literatura (Oliver et al., 2005), tendo como
funcdo proteger a proteina, agindo como um scavenger (sequestrante) para 0s
radicais oxidativos presentes na solucéo, incluindo os produtos da radiolise
produzida pela emissdo B do '®Re. A massa de acido gentisico foi o Unico
parametro que ndo foi variado neste trabalho, sendo sua massa fixada em 0,25
mg para todos os experimentos.

Apéds a otimizacdo dos parametros de marcacgdo, a formulagéo liquida
determinada como padréo foi a seguinte: 1 mg de RTXeq; 82,8 mg de tartarato; 1
mg de SnCl,.2H,0 e 0,25 mg de acido gentisico. Para a reacdo de marcacao
escolhida como padrdo, usou-se 1 mL de *Re, o tempo de 1 h em temperatura
ambiente e pH variando entre 5 e 6.

Foi realizado um estudo desta formulacéo padréo nos tempos de 4, 6
e 24 h, apos adicdo do perrenato, para conhecer o comportamento da marcacao
ao longo das horas, assim como a estabilidade foi determinada em trés condi¢des
diferentes: em temperatura ambiente (TA), geladeira (GE) e gelo seco (GS), como
mostra a FIG. 18. A atividade usada na marcacéao foi 1537,2 MBq (41,5 mCi) e pH
6,0 + 0,6 (média + DP, n = 14).
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FIGURA 18. Estabilidade da marcacdo da formulacdo padrdao em relacdo ao
tempo e temperatura. No grafico esta expressa a média dos resultados, para 4 h,
n=2(TA)en=1(GE);para6 h,n=2(TAeGE)en=1(GS)e para24h,n=2
(TA/GE/GS).
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Analisando a FIG. 18 percebe-se que *®Re(V)-RTXq foi instavel e a
pureza radioguimica descresceu com o passar das horas, mas observou-se uma
ligeira melhora quando a solucao foi estocada em baixa temperatura. Como o
1%8Re apresenta uma grande tendéncia a reoxidacdo, a impureza gerada em
maior proporcéo foi **Re na forma de perrenato livre [**®*Re0,]. A porcentagem
de tartarato radiomarcado em alguns casos apresentados foi zero.

Embora as propriedades quimicas do rénio e tecnécio sejam similares,
elas ndo sao idénticas. Em particular, o potencial de reducédo do rénio € mais

baixo do que do tecnécio, como mostram as equacdes 6 e 7.

TcO4 +4H" +3e” - TcO, + 2H,0 U = 0,738 V (6)
ReO4 + 4H* + 3"  ReO, + 2H,0 U = 0,510 V )

A diferenca de cerca de 220 mV no potencial de redu¢cao mostra que os
complexos de Re sdo termodinamicamente mais estaveis em seus estados de
oxidacdo maiores do que o0s correspondentes andlogos de tecnécio. Rénio
também forma uma espécie anidnica estavel, ReO,4 (perrenato) e nao se liga a
nenhum ligante orgéanico sem reducdo para um estado de oxidacdo menor.
Perrenato também € mais dificil de reduzir do que tecnécio, e € mais facilmente
reoxidado. O baixo poder de redugédo do perrenato como comparado com
tecnécio pode tornar dificil a reducdo para estados de oxidacdo menores como
Re(lV) e Re(V) (Iznaga-Escobar, 2001; Liu et al., 2006).

O perrenato (VII), o nivel de oxidacdo mais estavel, requer reducao
para estados de oxidacdo mais baixos Re(V) ou Re(lV) antes da radiomarcacao
(Iznaga-Escobar, 2001). Ferro-Flores e colaboradores verificaram em seus
estudos que um fator critico que afetou a pureza radioquimica foi o pH e que por
isso condicOes acidas foram necessarias para permitir a reacdo de reducdo de
Re(VIl) para Re(V) (Ferro-Flores et al., 2005). Baseado nesta ocorréncia foram
feitas marcagdes nas quais a solucdo de '**Re foi acidificada adicionando-se 3
gotas de HCI 12 mol.L™. Pode-se visualizar os resultados obtidos na TAB. 9.
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TABELA 9. Influéncia da variacdo do pH no rendimento de marcacédo do *Re(V)-
RTXred

Experimento Rendimento de marcacéao (%)
1 1,0 34 (n=1)
2 3,0 67 (n=1)
3 4,0 67 +8 (n=2)
4 5,0 76 £5(n=2)
5 6,0 85+£2(n=4)

A marcacédo em condi¢cfes acidas foi estudada numa faixa de pH de 1 a
6. Analisando a TAB. 9 pode-se notar que o pH 1,0 (experimento 1) ndo favoreceu
o rendimento de marcacdo, aumentando a presenca das impurezas perrenato
livre e de radiocoléide. Ferro-Flores e colaboradores e Torres-Garcia e
colaboradores conseguiram um rendimento de marcacao acima de 90% com um
pH final 4,0 (Ferro-Flores et al., 2005; Torres-Garcia et al., 2008). Como se pode
notar nos experimentos 2 e 3, com pH 3,0 e 4,0 respectivamente, o rendimento de
marcacao ficou abaixo de 70%, nao coincidindo com o apresentado na literatura.
Sailerova e colaboradores ao estudarem o efeito de pH na marcacédo de soro
albumina humano (SAH) com '®Re por transquelacdo com tartarato, evitaram o
uso de pH abaixo de 3,5 pela possibilidade de denaturacdo da proteina (Sailerova
et al., 2003). Dewanjee em 1990 (Dewanjee apud Sailerova & Billinghurst, 2003)
recomendou que o pH deveria ser mantido abaixo de 6,5 para evitar precipitacdo
do ion estanho (Sailerova & Billinghurst, 2003). Para Schmidt e colaboradores o
uso de pH abaixo de 4,0 foi inaceitavel para a marcacéo do Fab’ do anticorpo DD-
3B6/22 com '®Re por comprometer a imunorreatividade do anticorpo (Schmidt et
al., 1998). No presente trabalho, em concordéancia com os dados apresentados na
TAB. 9, a marcacao com pH 6,0 mostrou-se melhor em relacdo aos outros valores
de pH estudados.

Aproximadamente ap06s 11 meses da utilizagdo do gerador de
188\//'®8Re, o0 sistema de concentracdo da atividade de '®®Re foi importante para
continuidade dos experimentos de radiomarcacdo, com atividades e volumes
necessarios para as reacoes (> 37 MBg/mL), até a chegada de um novo gerador.
Para a concentracdo da solugdo de '°®Re foram utilizados cartuchos de troca
ibnica, um de troca catidnica a base de prata (IC-Ag) e um de troca anidnica
(QMA Light). As mesmas condi¢cdes de reacdo foram usadas para comparacéo: 1
mg de RTX.q, 82,8 mg de tartarato, 1 mg de SnCl,.2H,0O, 0,25 mg de acido
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gentisico, 1 mL de '®®Re e reacdo de 1 h em temperatura ambiente. A
comparacédo do resultado de rendimento de marcacéo usando o **®Re eluido do
gerador novo ou passado pelo sistema de concentracdo pode ser vista na TAB.
10.

TABELA 10. Comparacéao do rendimento de marcacdao do RTX,q marcado com
1%8Re, eluido de um gerador novo ou passado pelo sistema de concentracao.

Rénio-188 Atividade Rendimento de marcacéao
Sistema de concentracdo 64,9/1,8 47 £5 (n=4)
Gerador novo 542,4/14,7 93+1(n=4)

Os resultados mostraram que o rendimento de marcagdo do RTXeq,
com o '®Re proveniente do sistema de concentracdo, diminuiu quando
comparado ao rendimento de marcacdo obtido com o '®Re eluido do gerador
novo. A vantagem do uso do método de concentragcdo sem duvida € a obtencao
de uma maior atividade num volume reduzido de eluicdo. Marczewski (2006)
estudou a marcacdo do etidronato com '®Re, usando um sistema tandem de
concentracdo com 0s mesmos cartuchos supracitados, e nao verificou nenhuma
influéncia na eficiéncia de marcacdo. Uma hipOtese para essa queda do
rendimento, como o **®Re n&o foi passado por nenhum filtro de purificacdo apds a
concentracéo, pode ser a presenca de alguma impureza oriunda dos cartuchos,
como por exemplo a prata, 0 que provavelmente causaria alguma interferéncia na
marcacao do anticorpo, visto que estas biomoléculas sdo extremamente sensiveis
a presenca de metais. A anélise da presenca de impurezas na solucdo de **Re
pés sistema de concentracdo ndo foi realizada. Uma outra hipotese pode ser a

influéncia de entrada de ar no sistema sendo prejudicial ao ***Re.
5.3.2 Marcagéao direta: Analise radioquimica usando ~ CGF em coluna PD-10
Os experimentos com a coluna comercial PD-10 analisaram

inicialmente o comportamento do Na'®®Re0O,, do *Re0, e do *¥Re(V)-RTX/eq. OS

perfis de eluicdo dos respectivos compostos podem ser vistos na FIG. 19.
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FIGURA 19. Curva de eluicdo do (A) Na'®®Re0O,, (B) *Re0, e (C) ¥*®Re(V)-
RTX,eq €m PBS 0,1 mol.L™.

As curvas de eluicdo foram obtidas com 40 mL de PBS 0,1 mol.L*?, o

volume coletado foi de 1 mL, com uma vazao de 0,9 + 0,1 mL/min e as amostras
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contadas no calibrador de dose. Na eluicdo do Na'®®ReO,, a atividade se
concentrou entre o 10° até o 16° mL, enquanto que p ara o “*®ReO, houve um
“arraste” da atividade comecando a eluicdo no 9°mL e permanecendo até o 34°
mL. Para o RTX marcado com **®Re, reacdo com 1 mg de anticorpo (formulacéo
padrdo), a atividade saiu no 4°e 5°mL.

Analisando o perfil das curvas de eluicdo da FIG.19, verifica-se que a
coluna PD-10 € adequada para o controle de qualidade da marcacdo, uma vez
que o anticorpo marcado pode ser separado das impurezas **Re0, e *®Re0;
por serem eluidos em volumes distintos. Por este método ndo foi possivel a
distincdo do *®ReO, e '*®Re0O,, que apresentaram volumes iniciais de eluicdo
iguais.

ApoOs verificar que € possivel a separacdo do RTX,q marcado, do
perrenato livre e do perrenato reduzido com a coluna PD-10 (Sephadex G-25M),
este método foi usado como controle de qualidade de duas marcacdes: a
marcacado com a formulacdo padrédo (1 mg de RTXeg) € @ marcagdo com a menor
massa de RTXeq estudada na variacdo dos parametros, 0,25 mg.

A FIG. 20 mostra a curva de eluicdo da marcacdo com a formulacao
padrdo, 1 mg de RTXq; 82,8 mg de tartarato; 1 mg de SnCl,.2H,0; 0,25 mg de
acido gentisico e 1 mL de **®Re ap6s o tempo de reacdo de 1 h, como também as
curvas de eluicdo da estabilidade do marcado apés 1 e 4 h de incubacdo a 37<.
E a FIG. 21 mostra a curva de eluicdo da marcacdo com 0,25 mg de RTX; 82,8
mg de tartarato; 1 mg de SnCl,.2H,0; 0,25 mg de &cido gentisico e 1 mL de **Re
apos o tempo de reacdo de 1 h, como também as curvas de eluicdo da
estabilidade do marcado apos 1 h de incubacdo a 37°C e apés 6 h de estocagem

em gelo seco.
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FIGURA 20. Controle de qualidade do RTX.q (1 mg) marcado com *Re(V).
Curvas de eluicdo apés o tempo de reacédo de 1 h (A) e estabilidade apds 1 h (B)

e 4 h (C) de incubacédo a 37 C.
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FIGURA 21. Controle de qualidade do RTX.eq (0,25 mg) marcado com *®Re(V).
Curvas de eluicdo apos o tempo de reacédo de 1 h (A) e estabilidade apoés 1 h de
incubacéo a 37 € (B) e ap6s 6 h em gelo seco (C).
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A TAB. 11 compara o rendimento de marcagdo obtido com a coluna
PD-10, usada como controle de qualidade, para as duas preparagbes

apresentadas acima.

TABELA 11. Comparacédo do rendimento de marcacdo de duas preparacdes do
188Re(V)-RTX,eq Obtido com a coluna PD-10 usada como controle de qualidade
Rendimento de marcacéao (%)

Massa de Estabilidade tempo / temperatura

RTX/ed Aposreacdo 1h/37C 4h/37C 6 h/ gelo seco
0,25 mg 77 % 42 % - 82 %
1 mg 84 % 61 % 28 % -

Como era de se esperar, a massa de 1 mg de RTXeq, €scolhida para a
formulacdo padrdo, apresentou melhor resultado do que a massa de 0,25 mg de
RTXeq, bem como uma melhor estabilidade apés 1 h de incubacédo a 37 C. A
formulacdo padrdo n&do foi estavel no decorrer de 4 h apés adicdo do '*°*Re,
havendo uma diminuigdo de anticorpo marcado, decréscimo de 84% para 28% e
independentemente da massa de anticorpo utilizada, a estocagem em gelo seco
apos adicdo do *®Re melhora o rendimento de marcacéo, como foi observado na
TAB. 11 para a marcagdo com 0,25 mg de RTXeq € ja havia sido constatado para
a marcacao da formulacao padréo, resultados apresentados na FIG. 18.

Como conclusao parcial tem-se que a formulag&o liquida determinada
como padrdo foi composta por 1 mg de RTX.q; 82,8 mg de tartarato; 1 mg de
SnCl,.2H,0 e 0,25 mg de acido gentisico. Para a reacdo de marcacéo escolhida
como padrdo, usou-se 1 mL de *Re, o tempo de 1 h em temperatura ambiente e
pH variando entre 5 e 6. Nestas condi¢des, o rendimento de marcacgao foi de 93%
e decresceu com o passar das horas, sendo melhorado apenas quando a solucéo
foi estocada em gelo seco. Os autores referenciados da literatura conseguiram
rendimentos de marcacao acima de 95% e ao trabalharem com kits liofilizados
estocados a 4T a estabilidade do kit foi de 6 mese s (Oliver et al., 2005; Ferro-
Flores et al., 2005; Torres-Garcia et al., 2008). A comparagcdo entre o presente
trabalho e os referenciados ndo pode ser feita em termos de estabilidade porque
aqui trabalhou-se com uma formulagdo liquida que por sua vez apresenta

dindmica diferente da formulagéo liofilizada.
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5.3.3 Desafio a cisteina: ***Re(V)-RTXeq

Estudos de transquelacdo avaliam a resisténcia da ligacdo dos
anticorpos marcados sobre a presenca de cisteina no corpo. Diferentes
investigacfes tém mostrado que cisteina € um agente desafiador efetivo para
anticorpos marcados com tecnécio(V)/rénio(V) e a transquelacao para cisteina € o
principal modo de predizer a instabilidade in vivo desses compostos (Stalteri &
Mather, 1996). Para a realizacdo do desafio a cisteina a marcacao foi purificada
em coluna PD-10 ap0s o tempo de reacdo de 1h e entdo 50 pL da solucao
purificada foi incubada com 50 pyL de cisteina e apds os tempos de 1, 4 e 24 h,
aliquotas foram removidas e analisadas por CP. A FIG. 22 exemplifica o perfil
cromatografico em papel Whatman 3MM (usando NaCl 0,9% como solvente) do
controle da marcacédo apos a reacdo de 1h, apos a purificagdo em coluna PD-10 e

do controle das aliquotas do desafio a cisteina dos tempos de 1, 4 e 24 h.
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FIGURA 22. Perfil cromatografico nos 10 cm do papel Whatman 3MM da
marcacdo apés 1h de reacdo ( —); marcacdo ap0Os purificacdo (" ); reagéo
com cisteina apds 1h (7 ), reacdo com cisteina apos 4h (—) e reacdo com
cisteina apos 24h ( ).
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No sistema usado para analise, sabe-se que o R; da cisteina marcada
com '®Re é entre 0,67 — 0,83 (entre 0 6°e 8°cm da fita) . Analisando a FIG. 22
pode-se notar que apos a purificacdo existe um pequeno pico de atividade no 8°
cm da fita mas esse pico € extremamente acentuado na presenca de cisteina,
comprovando assim a dissocia¢cdo da marcacao para este aminodacido.

Para se ter certeza de que o pico encontrado nessa faixa representava
a cisteina marcada, foi realizado um controle da marcacao purificada e mantida
em estufa a 37C por 1 e 4 h, simulando as condi¢cde s do desafio a cisteina.
Fazendo o calculo baseado na atividade obtida entre o 6°e 8°cm da fita, pode-se
verificar, na TAB. 12, a porcentagem de dissociacdo nas diferentes situagoes.

TABELA 12. Porcentagem de dissociacdo da marcacdo do '**Re(V)-RTXeq nNa
auséncia e na presenca de cisteina.

Amostra % Dissociagao
Pds-reagéo 3,3£0,4(n=2)
P&s-purificagéo 82 (n=4)
Pos-purificacdo / 1h a 37C 3311 (n=2)
Pés-purificagédo / 4h a 37C 46 £4 (n=2)
Incubacao com cisteina — 1h 884 (n=4)
Incubacao com cisteina — 4h 92+2(n=4)
Incubacao com cisteina — 24h 971 (n=4)

Os resultados obtidos e apresentados na TAB. 12 comprovam que na
presenca da cisteina a porcentagem de dissociacdo da marcacdo do RTXeq
aumentou significativamente, mostrando que esse aminoacido é um grande
desafiador & marcacéo, fazendo com que o *®Re sofra um alto deslocamento da
ligagdo com o anticorpo para a cisteina.

Por outro lado, a transquelagédo para cisteina foi estudada numa alta
concentracdo, 80 mmol.L™" e nessa condicdo observou-se que 0 **®Re(V)-RTXeq
foi bastante suscetivel ao ensaio. A concentragcdo maxima esperada de exposicao
do anticorpo in vivo é descrita na literatura como sendo 1 mmol.L™* (Faintuch et al.,
2004).

Para o caso de anticorpos marcados diretamente com **™Tc, Hnatowich

e colaboradores reportaram que apés 3 horas de incubacdo mais de 40% da
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atividade transquelou a cisteina com um excesso de 1:300 (Hnatowich et al.,
1993).

Stalteri & Mather (1996) relataram valores aproximados de 10% e 50%
de dissociacdo apdés 3 e 24 h de incubacdo com excesso molar de 1:333

(cisteina:anticorpo) do anticorpo PR1A3 marcado de forma direta com **"Tc.

5.3.4 Estudos in vivo : *¥Re(V)-RTXeq

A biodistribuicdo do '*®Re(V)-RTX.eq foi estudada em camundongos
fémeas CD1-foxn1™ com linfoma. Os animais foram sacrificados e dissecados 24,
48 e 72 h apo6s injecdo intravenosa do '*®Re(V)-RTX.eq. A TAB. 13 mostra a
porcentagem de atividade injetada por grama (%Al/g) nos 6rgdos e tecidos

analisados.

TABELA 13. Biodistribuicdo do '*Re(V)-RTX;eq em camundongo nude contendo
linfoma de células Raji expresso como porcentagem de atividade injetada por
grama (%AlI/Q).

%Al/g

Orgéo 24 h 48 h 72 h
Sangue 54+0,6 2,2+0,6 1,5+0,2
Pulmao 46+2,3 1,7+0,5 1,2+0,2
Coracao 2,0+0,3 0,9+0,3 0,5+0,1
Baco 3,6 0,9 20+1,0 0,9+0,1
Figado 2,1+05 0,9+0,1 0,6 +0,1
Intestino 0,9+0,2 0,3+x0,1 0,22 £0,01
Estdbmago 2,0+04 0,4+0,2 0,27 +£0,03
Rins 59+0,8 22+0,4 1,3+0,1
Bexiga 15+1,0 0,8+0,4 0,8+0,3
Fémur 1,2+0,2 0,6 +0,2 0,5+0,1
Musculo 0,6 £0,2 0,23 +0,05 0,19 +0,02
Tumor 3,8+0,9 2,0+0,8 1,2+0,3

Os valores representam a meédia + DP (n = 5) da porcentagem de atividade
injetada por grama.

Se comparados com os resultados de biodistribuicdo em camundongos
sadios obtidos por Ferro-Flores e colaboradores para 0 RTX,eg marcado com
1%8Re(V), pode-se afirmar que o mesmo perfil de uma biodistribuicdo normal de
proteina foi obtido (Ferro-Flores et al., 2005).

A captacao no tumor decresceu de 3,8 %Al/g no tempo de 24 h apés

injecdo para 1,2 %Al/g apdés 72 h. As razdes do clareamento sanguineo e renal
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foram parecidas, apds 24 h, o sangue apresentou 5,4 %Al/g e os rins 5,9 %Al/g e
apos 72 h esses valores decresceram para 1,5 %Al/g no sangue e 1,3 %Al/g nos
rins. Os resultados da biodistribuicdo na TAB. 13 ndo exibem evidéncia de
1%8Re0, in vivo, 0 que levaria a uma alta acumulacdo da radioatividade no
estdbmago.

Apés 24 h da injecdo, acumulagdo significante da radioatividade foi
encontrada no baco (3,6 + 0,9 %Al/g), rins (5,9 £ 0,8 %Al/g), figado (2,1 £ 0,5
%Al/g), pulméo (4,6 + 2,3 %Al/g) e estbmago (2,0 + 0,4 %AI/Q).

Os dados de biodistribuicdo aqui encontrados também mostram que o
musculo, fémur, intestino e bexiga tiveram baixa captacdo. Com o passar das
horas esses e 0os demais 6rgdos apresentaram um bom clareamento, notando-se
gue néo houve retencgéo da atividade injetada.

A FIG. 23 mostra os resultados da razdo tumor:ndo-tumor para o
sangue, rins, figado e musculo, nos trés tempos estudados apos injecdo do
188Re(V)-RT X eq.

B24h r48h ®72h

12

10

Razao tumor:nao tumor
()]

o mal B gl B . |

Tumor:Sangue Tumor:Rins  Tumor:Figado Tumor:Musculo

FIGURA 23. Razao tumor:ndo-tumor calculada para os camundongos nude com
tumor de células Raji injetados com **®Re(V)-RTXeq. As razées foram calculadas
para os tempos de 24, 48 e 72 h ap0os injecao.

O clareamento da corrente sanguinea levou a uma razdo tumor:sangue
praticamente constante, 0,7 £ 0,2 apos 24 h de injecdo, 0,9 £ 0,2 apés 48 h de

injecdo e 0,8 + 0,2 apos 72 h de injecdo. A relacdo tumor:musculo foi a mais
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expressiva sendo 6,4 + 1,2 ap6s 24 h de inje¢do; 9,0 £+ 3,0 apos 48 h de injecdo e
6,4 + 1,2 apdés 72 h de injecdo. A vantagem dessa relagdo tumor:musculo
expressiva € o favorecimento do contraste na obtencdo das imagens.

Para aquisicdo da imagem cintilografica foi usado um camundongo
CD1-foxn1™ de cada grupo de tempo previamente injetado com a solucdo de
1%8Re(V)-RTXeq. Os animais foram sacrificados 24, 48 e 72 h apés injecéo e
imediatamente as imagens planares estaticas foram adquiridas. Como a atividade
injetada nos animais foi menor do que 37 MBg (1 mCi) e levando em
consideracdo a Ty, fisica do **Re de 16,9 h, as imagens de 48 h e 72 h apds
injecdo ndo foram produzidas com uma boa resolucao por insuficiéncia no nimero
de contagens necessarias e por este motivo elas ndo serdo apresentadas. A

imagem obtida no tempo de 24 h apds injecdo pode ser vista na FIG. 24.

FIGURA 24. Imagem cintilografica obtida em um camundongo CD1-foxn1™,
portador de tumor (seta vermelha) induzido com células Raji, injetado i.v. com
138Re(V)-RT X e

O resultado obtido com a imagem cintilografica esta em concordancia
com os dados de biodistribuicdo. Houve captacdo tumoral, como indicado pela
seta vermelha na FIG. 24, mas essa captacéo foi discreta. Pode-se visualizar
também a captacdo na regido abdominal, correspondente a captacdo de 6rgéos

como figado, baco e rins, como mostrado nos dados da biodistribuicdo. A
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resolucado espacial das imagens nao foi adequada devido a baixa atividade de
1%8Re injetada.

5.4 Método de marcacao via carbonila: M(CO) 3 (M = #*™Tc e ®Re)

Waibel e colaboradores mostraram uma tecnologia de marcagdo com
tecnécio baseada na quimica organometalica, envolvendo a simples mistura de
um composto carbonila *™Tc(l) com uma proteina recombinante de alvo Histidina
(Waibel et al., 1999). Outros sitios funcionais da cadeia protéica (por exemplo,
grupo tioéter na metionina) podem ser coordenados ao nucleo [*™Tc(CO)s).
Todavia, se imidazois estdo disponiveis, a marcacao ocorre por razdes de cinética
com alta preferéncia na posi¢cao respectiva da histidina que esta de acordo com
investigagcdes dos modelos dos compostos.

Visto que histidina € um sitio de ligacdo util para a marcacdo de
anticorpos monoclonais e peptideos com *™Tc-carbonila e sabendo que os
anticorpos possuem algumas histidinas disponiveis em sua estrutura, optou-se
primeiramente em iniciar os estudos de marcagdo com o anticorpo Rituximab
nativo (RTXnar) € " Tc(CO).

O preparo do **"Tc-carbonila a partir de um kit liofilizado, apresentado
por Alberto e colaboradores, € um procedimento conveniente de apenas uma
etapa, usando o *™Tc eluido em salina, e que forma o precursor *™Tc(CO); com
rendimentos acima de 95% (Alberto et al., 1998, 1999). O controle de qualidade
do precursor pode ser feito com fita TLC-SG aluminio usando MeOH:HCI 6 mol.L™
(viv = 95:5) como solvente ou CLAE usando uma coluna C18-RP e um fluxo
gradiente com os solventes TEAP 0,05 mol.L™ pH 2,5 e metanol. Muitos outros
autores comprovaram a eficiéncia da producdo do precursor **"Tc-carbonila (Egli
et al., 1999; Schibli et al., 2000; Amann et al., 2001; Saidi et al., 2004, Kothari et
al., 2007; Chen et al., 2008a, 2008b).

Como a producao da carbonila ja é bem estabelecida em literatura e no
préprio laboratério do PSI, o controle de qualidade pés producdo do **™Tc(CO)s
nao foi realizado com os sistemas acima citados. O **™T¢(CO); para a marcacéo
do anticorpo RTX foi preparado a partir de um kit liofilizado, como citado no item
4.10.1 e o cromatograma apds seu preparo, obtido num sistema FPLC (que foi

utilizado para controle de qualidade da marcagdo), € mostrado na FIG. 25. O
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9MTcO, eluido também foi analisado usando o FPLC mas como resultado dessa
analise, nenhum pico foi detectavel para determinacédo do tempo de retencao (R; —
retention time) e a analise nao foi repetida. Portanto, como nao foi possivel a
distincdo entre o precursor livie (**"Tc(CO)s) e o pertecnetato livre (*°"TcOy)
usando este sistema, o pico correspondente ao **"Tc(CO); mais a possivel
presenca do *™TcOy serarelatado neste trabalho como “impurezas”.
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FIGURA 25. Cromatograma do **"Tc(CO)s, apés o preparo, obtido em uma
coluna de FPLC Superdex 75. O pico relativo as impurezas ficou entre 18 — 24
min.

Ao analisar a FIG. 25 percebe-se que o maior pico teve um Ry = 18,25
min e representa mais de 90% das contagens enquanto que 0 menor pico teve
um R; = 23,20 min e representa menos de 10% das contagens. Foi assumido
entdo que o maior pico representa o precursor de **™Tc-carbonila e foi formado
com rendimentos compativeis com os apresentados na literatura.

O primeiro parametro analisado na marcacdo do RTXpy cOm
9MTc(CO); foi a variacdo da massa de anticorpo: 100 e 250 pug de RTXqa. Neste
experimento, o volume de *™Tc(CO); usado foi 100 pL (50 MBq / 1,4 mCi) e o
tempo de reacao foi de 3 h a 37TC. Os resultados ob tidos s&o mostrados na TAB.
14.
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A escolha do volume de carbonila e do tempo de reacdo usado foi
baseada em experimentos prévios realizados com o AcM chCE7, produzido pelo
Centro de Radiofarmacia do PSI. Este anticorpo serviu como treinamento para o

aprendizado da técnica da carbonila.

TABELA 14. Efeito da variagdo da massa de RTX, no rendimento de marcacao
Massa de RTX pat

100 pg (n = 2) 250 ug (n =3)
MTc(CO)3-RTXpat 35+9 % 28 +3 %
Impurezas 66 +9 % 72+3 %
Os valores séo expressados como média + desvio padréo.

Observa-se na TAB. 14 que a massa de RTXp, hdo teve um um efeito
significativo sobre o rendimento de marcacdo. Com 100 pg de RTXna; O
rendimento de marcacéao foi de 35% enquanto que com 250 pg de RTXpa O
rendimento de marcacao foi de 28%, portanto a massa de 250 pug de RT X4 foi
escolhida para o acompanhamento da marcacdo em funcdo do tempo de
incubacéo.

A influéncia do tempo de incubacéo foi determinada para a reacao
usando 250 pg de RTXna, volume de % ™Tc(CO)s de 100 pL, com atividade
aproximada de 50 MBq (1,4 mCi) e incubacdo a 37C. A FIG. 26 exemplifica os
cromatogramas obtidos apos 3 e 24 h de incubacdo e a TAB. 15 sumariza os
resultados obtidos em relacédo a porcentagem de RTXn,: marcado e de impurezas

formadas.
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FIGURA 26. Cromatogramas do *™Tc(CO)3-RTXna Usando o sistema FPLC com
uma coluna Superose 12 apos 3 h (A) e 24 h (B) de incubacdo a 37C. Neste
sistema, 0 R; correspondente ao RTX,,: € de 11,68 + 0,06 min e 0s picos entre 17

— 23 min correspondem as impurezas.
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TABELA 15. Efeito do tempo de incubag&o no rendimento de marcagcéo do RT X,

Tempo de incubacao

3h(n=23) 24 h(n=2)
MTe(CO)3-RTXnat 28 +3 % 69+1%
Impurezas 72+3% 31+1%

Os valores séao expressos como média * desvio padréo.

O efeito da variacdo da massa de RTX,5 ndo afetou significativamente
o rendimento de marcacgdo. Por outro lado, percebeu-se que o tempo de
incubacédo (TAB. 15) ocasionou uma grande diferenca no rendimento, sendo que
apos 3 h de incubacao somente 28% da carbonila marcou 0 RTX,5: enquanto que
apos 24 h de incubacdo esse valor subiu para 69%, 0 que sugere que O
9MTc(CO); reage com as histidinas disponiveis na estrutura do anticorpo mas a
cinética de reacdo é lenta. Mesmo assim, a perda por decaimento do **"Tc reduz
em muito o rendimento do processo.

Como os resultados usando o RTXny: Ndo foram satisfatorios, optou-se
pela marcacdo com carbonila via grupos sulfidrilas livres (-SH). Os grupos -SH
foram obtidos pela reduc¢do do anticorpo com 2-ME, utilizando o mesmo método
de reducdo para marcacéo direta com #Re(V).

Para otimizar as condicbes de marcacdo usando 0 RTXeg €
9MTc(CO)s, experimentos variando a massa de anticorpo reduzido e o volume de
carbonila foram realizados. Um acompanhamento da marcacdo em relagcdo ao
tempo também foi realizado.

A TAB. 16 apresenta os resultados da marcacdo com **"Tc(CO)s
usando 100 e 250 pg de RTX.eq. A reacdo ocorreu com 100 pL de **"T¢(CO)s (65
MBq / 1,8 mCi) e tempo de reacdo de 3 h a 37C. Os cromatogramas destas
reacoes podem ser visualizados na FIG. 27.

TABELA 16. Efeito da massa de RTX,q no rendimento de marcagdo com
9MTe(CO)s.

Massa de RTX (eq

MTc(CO)3-RT X ed 88% 97%
Impurezas 12% 3%
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FIGURA 27. Cromatogramas do *"Tc(CO);-RTXeq Usando o sistema FPLC com
uma coluna Superose 12 apo6s 3 h de incubacdo a 37C . Reagdo com 100 ug de
RTXreqa (A) € reacdo com 250 pug de RTXeq (B). O R; de 8,37 e 8,47 min
corresponde a0 RTX,q marcado e o0s picos entre 16,47 — 25,48 min
correspondem as impurezas.
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No caso do RTX.4, @ massa de anticorpo usada foi um parametro
levado em conta para obtencao de rendimentos de marcagéo acima de 95%. Com
100 pg de RTXeq 0 rendimento foi de 88%, enquanto que com 250 pg esse
rendimento aumentou para 97% (TAB. 16).

Os ligantes contendo N (histidina, histamina ou base Schiff) sdo os
quelantes mais potentes para o precursor "Tc-carbonila, mas Egli e
claboradores demonstraram que a fixacdo do ntcleo **"Tc-carbonila também foi
possivel com a cisteina (Egli et al.,, 1999). A relevancia dos métodos de
conjugacéo descrita para o nicleo [M(CO)s]* (M = *™Tc e Re) foi reforcada pelo
trabalho de Lazarova e colaboradores que mostrou que ligantes baseados em
enxofre sdo capazes de ligar o tecnécio e rénio eficientemente (Lazarova et al.,
2005; Biechlin et al., 2008). Os resultados comparando a marcagdo com 0 RT X4
e RTXeq aqui apresentados também comprovam essa teoria.

Para o0 estudo de variacdo do volume de *™Tc(CO); foi usado 250 g
de RTXq € tempo de reacédo de 3 h a 37C. A atividade variou de 10 a 60 MBq
(0,3 a 1,6 mCi). Os resultados podem ser conferidos na TAB. 17.

TABELA 17. Efeito do volume de *™T¢(CO); no rendimento de marcacdo do
RTXred.

Volume de **

10puL  20pL  30pL  40pL  50pL 100 pL
PMTe(CO)3-RTXeqg 86% 85% 83% 80% 93% 97%
Impurezas 14 % 15% 17 % 20 % 7% 3%

Como se pode observar na TAB. 17, os melhores rendimentos de
marcacéo foram encontrados com volumes de 50 e 100 pL de ®™Tc(CO)s. Para
obtencdo de uma atividade maior de *™Tc(CO)s nas marcagdes, o volume de 100
UL foi escolhido para os experimentos subsequentes com **"Tc-carbonila.

Os experimentos iniciais realizados com o %°™Tc¢(CO); serviram de
modelo para a marcacdo com '®Re(CO);, por isso a formulagcdo denominada
otimizada para o **"Tc(CO); foi 0 ponto de partida para o **®*Re(CO)s.

Schibli e colaboradores primeiramente reportaram a sintese do
precursor ®®Re-carbonila com um rendimento maior que 80% (Schibli et al.,

2002). Posteriormente, em 2007, Mduller e colaboradores conseguiram obter o
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mesmo precursor com um rendimento acima de 90%, comparado com o
rendimento do precursor de **™Tc-carbonila de 98% (Miiller et al., 2007). Assim
como para o ®™Tc, o controle de qualidade para o nucleo **®Re(CO); ndo foi
realizado, ele apenas foi analisado usando o sistema FPLC para saber seu
comportamento neste sistema e posteriormente poder identifica-lo no controle de
gualidade do RTX marcado.

O cromatograma tipico para o ntcleo *®Re(CO); apés seu preparo é
visto na FIG. 28. Neste sistema também ndo foi possivel a distincdo entre
1%8Re(CO);, perrenato livre ou outras espécies formadas, sendo a somatéria

destas espécies chamada de “impurezas”.
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FIGURA 28. Cromatograma do '®Re(CO)s;, apés o preparo, obtido em uma
coluna de FPLC Superose 12. Os picos apareceram entre 18,25 e 30,80 min.

Yu e colaboradores analisaram a formacdo do ntcleo ®Re(CO); por
meio de CCD (fita ITLC) e CLAE. O rendimento obtido em CLAE correspondente
ao ®Re(C0); foi de 80% e o rendimento correspondente ao ***Re0, foi de 20%
(Yu et al., 2005). Eles compararam seus resultados com 0s apresentados por
Schibli e colaboradores (Schibli et al., 2002). O perfil cromatografico encontrado
com a analise feita por CCD (fita ITLC) no trabalho de Yu e colaboradores
demonstrou a presenca de quatro picos, sendo que um foi relacionado ao
1%8Re0,, dois relacionados ao *®Re(CO); e um relacionado ao ***Re0, (Yu et al.,
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2005). Ap6s purificacdo usando uma coluna Sep-Pak, as impurezas **ReO, e
1%8Re0, foram removidas e o perfil cromatografico obtido pelos autores apenas
para o ¥Re(CO); (purificado) teve 0 mesmo formato dos picos com R; = 18,25 e
19,88 min (que representam 70%) apresentados na FIG. 28.

A FIG. 29 mostra a influéncia do tempo de incubacéo (1, 3, 6, 24 e 48
horas) na marcacdo do **®Re(CO)s-RTX.eq. A reacéo foi realizada com 250 pg de
RTXeq, 100 pL de '*®Re(CO); e incubacdo a 37C. Os cromatogramas do
138Re(CO)3-RT X eq para os tempos de 3 e 24 h podem ser vistos na FIG. 30.

—+—15Re(CO)-RTX ey —o— Impurezas
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FIGURA 29. Efeito do tempo de incubacao no rendimento de marcacao do RT X eq
usando *Re(CO)s.
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FIGURA 30. Cromatogramas do ***Re(C0)s-RTX,eq Usando o sistema FPLC com
uma coluna Superose 12 apés 3 h (A) e 24 h (B) de incubacdo a 37C. O R =
11,49 + 0,08 min corresponde ao RTX,eqg marcado e os picos entre 17,78 — 30,68
min correspondem as impurezas.

Em se tratando da marcacdo do RTX.q com o nicleo *®Re(CO); é
nitida a influéncia do tempo de incubacéo no rendimento de marcacdo. Com o

passar das horas ha um crescimento de RTX,e,g marcado e um decréscimo na
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formacdo das impurezas. Para se conseguir mais de 70% de RTX,g4 marcado
foram necessérias 24 h de incubacéo.

A fim de elucidar se a massa de RTXq causaria alguma modificacao
no rendimento de marcacdo com **®Re(CO);3 para o tempo de incubacédo de 24 h a
37C, um experimento comparando as massas de 100 e 250 pg foi realizado
(TAB. 18).

TABELA 18. Efeito da massa de RTX,q no rendimento de marcacdo com
188Re(CO); para o tempo de incubacéo de 24 h a 37<.
Massa de RTX eq

100 pg 250 pg
“®Re(C0O)3-RT X eq 57 % 75 %
Impurezas 43 % 25 %

Assim como constatado para o *™Tc(CO)s, a massa de 250 pg de
RTXeq fOi Necesséria para se conseguir um maior rendimento de marcacao.

Uma comparacéo do rendimento de marcacéo do **"Tc(CO)3-RT X eq €
188Re(C0O)s-RTXeq foi realizada levando-se em consideracdo o tempo de
incubacédo. Padronizou-se para as reagdes 250 g de RTXeq, 100 pL de carbonila
e incubacgao a 37C (FIG. 31).

w2 Tc(CO);-RTXeqd 11 '83Re(CO)3-RT Xjeq
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FIGURA 31. Efeito do tempo de incubacdo no rendimento de marcacdo do
9MTc/*88Re(CO)s-RTXeq. Os valores representam a média + DP. Para *™Tc: n =
2(Bh)en=7®e24h) epara’®Re:n=2(6e48h)en=3(3e24h).
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Cerca de 98% de rendimento foi obtido quando **™Tc(CO); foi incubado
com RTXeq a 37T por 3 h, como determinado por FPLC, todavia menos de 30%
de RTXeq foi marcado com o '®Re(CO); para este tempo. Para o *™Tc(CO)s-
RTXeqg houve um ligeiro decréscimo de anticorpo marcado com o passar das
horas, mas a marcacéo foi estavel até 24 h, ficando o rendimento de marcagéo
acima de 90%. No entanto, para o **®Re(C0);-RTX;eq houve um crescimento de
anticorpo marcado com o passar das horas mostrando um comportamento
contrario ao *™Tc(CO)s;. As curvas claramente indicam que a cinética da
radiomarcacdo do RTXeq foi mais répida usando **"Tc(CO); do que *Re(CO)s,
conseguindo-se assim maiores rendimentos de marcagcdo no menor tempo de
incubacédo do anticorpo com a carbonila.

O rendimento da marcacdo do anticorpo trastuzumab com #Re(CO);
também foi dependente do tempo de reacdo no trabalho de Chen e
colaboradores. Cerca de 70% de rendimento foi obtido quando o **Re(CO); foi
incubado com o trastuzumab a 37T por 24 h. Esses rendimentos decresceram
para cerca de 50% e 20%, respectivamente, quando incubado por 4 h e 1h.
Purificacdo foi necessaria para obtencdo de uma pureza radioquimica acima de
95% (Chen et al., 2009).

De acordo com os resultados do *®Re(CO);-RTXeq apresentados na
FIG. 31, o tempo de incubacéo de 48 h néo foi suficiente para se obter mais de
90% de anticorpo marcado. Como néo era de interesse estender esse tempo de
incubacdo por mais de 48 h e evitar assim a perda de atividade do **®*Re(CO)s
decorrente do decaimento radioativo do ***Re devido a sua Ty, fisica de 16,9 h,
optou-se por realizar a incubacdo do RTX.eq com **8Re(CO); usando um tempo
aproximado de 17 h. O intuito era obter mais de 90% de anticorpo marcado
equiparando-se com o resultado obtido com o %*"T¢(CO)s, portanto, apés esse
tempo de 17 h realizou-se uma purificacdo pds-marcacao usando uma coluna Bio-
Spin 6. O cromatograma comparativo do perfil da marcagéo antes (J 17 h de

incubacédo) e pos-purificacdo é mostrado na FIG. 32.
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FIGURA 32. Cromatogramas do '®®Re(CO);-RTXeq usando o sistema FPLC, com
uma coluna Superose 12, antes da purificacdo (A) (017 h de incubacao) e apos
purificacdo (B) em uma coluna Bio-Spin 6. Na figura (A) o Ry = 11,43 min
corresponde ao RTX,.qg marcado e os picos entre 15 e 35 min correspondem as
impurezas. Na figura (B) o R;= 11,47 min corresponde ao RTX.q marcado.

Como concluséo parcial tem-se que a condicdo de marcacao otimizada
para 0 ®™Tc(CO)3-RTXeq foi 250 pg de RTXeq, 100 pL de *™Tc(CO)s e 3 h de
incubacéo a 37C, com um rendimento de marcacdo aci ma de 95%. A marcacao
foi estavel até 24 h ficando o rendimento acima de 90%. A condicdo de marcacgao
otimizada para o *®Re(C0)s-RTXeq foi 250 pg de RTXeq, 100 pL de ¥8Re(CO)s,
incubacéo por volta de 17 h a 37T e purificacdo p6 s-marcacdo. O tempo foi um

fator que influenciou o rendimento de marcacao, sendo que este foi crescente
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com o passar das horas. Todavia, o rendimento de marcacdo do *®Re(CO)s-
RTX:eq foi menor do que para o *"Tc(CO)3-RTXeq, 80% comparado com 97%.
Contudo, o processo de purificacdo do *®Re(C0O);-RTX,eq €m coluna Bio-Spin 6
foi eficiente e rapido, removendo as impurezas, obtendo uma pureza radioquimica
de 100%. As condi¢cdes otimizadas para o anticorpo marcado com os dois
radioisotopos foram usadas para 0s experimentos posteriores.

5.4.1 Desafio a histidina e cisteina: " Tc/**Re(CO)3-RTX eq

Diferentes investigacdes tém mostrado que cisteina € um agente
desafiador efetivo para anticorpos marcados com tecnécio(V)/rénio(V) e a
transquelacdo para a cisteina € o principal modo de predizer a instabilidade in
vivo desses compostos (Stalteri & Mather, 1996). Com a mesma finalidade, o
desafio a histidina é um teste criado para determinar a estabilidade dos
compostos marcados com o0 nucleo carbonila contra transquelacdo e/ou
decomposicdo pelo fato deste aminoacido ser um ligante forte para este nucleo.
Uma comparacéo destes desafios para 0 ®™Tc/**®Re(C0O)s-RTXeq pode ser vista
na FIG. 33.
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FIGURA 33. Deslocamento do " T¢(C0O)s-RTXed (A) € %®Re(C0)3-RTXeq (B) Na
presenca de histidina (n = 5 e n = 4 para *"Tc e '®Re, respectivamente) e
cisteina (n = 3 e n = 4 para *"Tc e *®Re, respectivamente). Os valores do grafico
representam a média + DP.

O PMT¢(CO)s-RTXeq foi mais suscetivel a transquelacdo na presenca
de cisteina, sendo que apds 1 h somente 24% de RTX.eq permaneceu ligado ao
9MTc(CO)s, enquanto que para 0 mesmo tempo, em comparacdo com histidina,
81% de RTX.q permaneceu ligado ao *™Tc(CO);. Chen e colaboradores ao
marcarem o anticorpo trastuzumab com **"Tc(CO); apés 3 h de incubacdo a 37C
conseguiram um rendimento acima de 90% e esse rendimento foi influenciado
pela ligacdo competitiva do **™Tc(CO); com histidina (Chen et al., 2008). Como a
marcacdo do RTX.eg com o *™Tc(CO); mostrou-se estavel com o passar das
horas, como mostrado anteriormente, conclui-se entdo que a histidina e cisteina

foram realmente ligantes competidores na reacéo.
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Como mencionado, a purificagdo pela coluna Bio-Spin 6 foi conduzida
somente para **®*Re(C0)s-RTX.eq porque a pureza radioguimica conseguida com
9MTc(CO)s-RTXeq foi suficientemente alta para os estudos in vitro e in vivo. A
pureza radioquimica do ®Re(CO);-RTXeq apds purificacdo foi sempre 100% e
este valor ndo foi significativamente modificado na presenca de cisteina ou
histidina, mostrando que apds 24 h uma alta porcentagem da radioatividade
permaneceu ligada ao anticorpo. Esta estabilidade frente a histidina e cisteina
pode ser explicada pela préopria estabilidade do RTX,ey marcado com o
188Re(CO)s, que foi favorecida com o passar das horas, assim como a cinética
lenta de ligacdo do *Re(CO); a0 RTXeq, que pode interferir na transquelacéo a
histidina ou cisteina, fazendo com que essa transquelacdo demore a ocorrer. No
trabalho de Chen e colaboradores as porcentagens de trastuzumab marcado com
188Re(CO); no desafio a histidina nos tempos de 24, 48 e 144 h foram 89,9%,
85,4% e 74,4%, menores do que no presente trabalho (Chen et al., 2009).

5.4.2 Estabilidade do %°"Tc/*®¥Re(CO)3-RTX,eq N0 plasma humano

Os dois compostos, ®™Tc/**Re(C0O)s-RTXeq, foram incubados com
plasma humano a 37T e aliquotas de 10 pL foram removidas em diferentes
tempos e analisadas por FPLC. Menos de 10% da radioatividade ligou-se as
proteinas do plasma. O %°"Tc/**®Re(CO);-RTXeq &0 revelou reoxidacdo
significante para as impurezas quando incubados em plasma humano a 37<C por
24 h (FIG. 34).

O ¥8Re(C0)3-RTX.eq permaneceu estavel em plasma humano até 24 h
e a formacdo da espécie ®®Re(CO)s-plasma foi menor que 2%. Apds 24 h, a
porcentagem da radioatividade associada com 0 RTXg diminuiu de 100% para
98%. Para *™Tc(CO)s-RTXeq, @ estocagem em plasma humano por até 24 h
causou menos de 10% de formacdo do *™Tc(CO)s-plasma e neste tempo a
porcentagem da radioatividade associada com 0 RTXeq diminuiu de 90,5% para
81%.
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FIGURA 34. Estabilidade do 99’“Tc/188Re(C033-RTXred no plasma humano. Os
valores representam a média + DP: n = 4 para *™Tc e n = 3 para **®Re.

Os resultados de estabilidade do **™Tc(CO)s-trastuzumab mostraram
que a estocagem em soro por até 24 h causou menos de 2% de soro marcado
(Chen et al., 2008). O teste de estabilidade do '*®Re(CO)s-trastuzumab mostrou
que 94,4%, 92,7% e 92,4% de anticorpo permaneceu ligado ao **®*Re(CO); apos
24, 48 e 144 h de estocagem em soro albumina humano a 5% (Chen et al., 2009).
Os resultados para o trastuzumab marcado com **™Tc(CO); (Chen et al., 2008)
foram melhores do que para 0 RTX.q marcado com “™Tc(CO); no presente
trabalho, ao passo que os resultados do RTX,eq marcado com '®Re(CO); foram
superiores ao do trastuzumab marcado com **®Re(CO); (Chen et al., 2009).

5.4.3 Imunorreatividade e afinidade de ligacdo do  *°"Tc/**®Re(CO)3-RTXeq

Imunorreatividade significa a porcentagem do anticorpo radiomarcado
capaz de se ligar ao antigeno. A fracdo imunorreativa do *™Tc(CO)3-RTXeq €
188Re(C0)3-RTX eq foi determinada usando o método de Lindmo (Lindmo et al.,
1984). O ensaio foi realizado usando células Ramos e Raji que sao tipos de
células de linfoma que expressam o antigeno CD20. Um baixo valor de
imunorreatividade foi obtido, menos de 50% para ambos 0s compostos,
9MTc/*88Re(CO)3-RTXeq, € Menos de 60% para *™Tc(CO)s-RTXna. Mattes (1995)
descreveu 3 tipos de resultados experimentais, 0s quais indicaram que 0sS

calculos baseados no teste de Lindmo ndo sao sempre confiaveis. O autor fez um
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questionamento sobre a manipulacdo de dados que pode ser feita para melhorar
o valor da fragdo imunorreativa obtida. De fato, muitos autores reportam uma alta
fracdo imunorreativa para anticorpos marcados, 0 que ndo se sabe ao certo se 0
valor é correto ou ndo. Nao foi encontrado nenhum relato de valor de fracdo
imunorreativa para 0 RTXes marcado com *"Tc/*%Re(CO); para fins
comparativos.

A capacidade de ligacdo (Bma) do *"Tc/*®®Re(CO)s-RTXeq € a
constante de dissociacdo (Kg) foi estimada para células Ramos e Raji pelo ensaio
de saturagcdo usando analise Scatchard. A FIG. 35 mostra um exemplo de uma
curva de saturacdo do *™Tc(CO)s-RTXeq € *Re(C0O)3-RTXeq determinada com

células Raiji.
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FIGURA 35. Curva de saturacéo do °"Tc(CO)s-RTXeq (A) (Kg = 8,0 nmol.L™) e
188Re(C0O)3-RTXreq (B) (Kq = 6,5 nmol.L™) para células Raiji.
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O resultado apresentado na FIG. 35 determinou para o **"Tc¢(CO)s-
RTXreq UM Kqde 8 nmol.L™ e Bnax de 1,3 pmol.L™ (188 ng) e para o *Re(CO)s-
RTX:eg Um Kg de 6,5 nmol.L™ e By de 0,73 pmol.L™ (109 ng). Esses By obtidos
significam que aproximadamente uma média de 1,5x10° moléculas de **™Tc(CO)s-
RTX:eq € 8,7x10° moléculas de *®Re(CO)3-RTXeq podem ser ligadas por células
na condigéo de saturacgéo.

Usando células Raji 0 Kg do **"T¢(CO)s-RTXeq foi 5 + 5 nmol.L™* (média
+ DP, n = 2) e para 0 *®Re(C0O)3-RTXeq foi 6 + 3 nmol.L™ (média + DP, n = 4).
Usando células Ramos o Ky do **®Re(C0)3-RTXeq foi 5 + 3 nmol.L™* (média + DP,
n = 3).

OMTC(CO)3-RTXreq € 1¥Re(CO)3-RTXeq mostraram excelente ligacdo ao
receptor, com valores iguais ou proximos ao valor publicado na literatura de 8
nmol.L™" para o Rituximab nativo (Pescovitz, 2006). As curvas de saturacdo de
ligacdo obtidas foram caracteristicas de ligacao especifica de alta afinidade de um
ligante ao seu receptor.

5.4.4 Estudos in vivo : " Tc/*®¥Re(CO)3-RT X eq

A biodistribuico do *"Tc/**®*Re(CO);-RTXq foi estudada em
camundongos fémeas CD1-foxn1™ com linfoma. Os animais foram sacrificados e
dissecados nos tempos de 4, 24 e 48 h apés injecdo intravenosa do *™Tc(CO)s-
RTXeq € NOS tempos de 4, 24, 48 e 72 h ap6s injecdo intravenosa do *®Re(CO)s-
RTXeq. As TAB. 19 e 20 mostram a porcentagem de atividade injetada por grama
(%Al/g) nos 6rgdos e tecidos analisados. Se comparados com o0s resultados
descritos na literatura para 0 RTX,eq marcado com '®Re(V), pode-se afirmar que

uma biodistribuicdo normal de proteina foi observada (Ferro-Flores et al., 2005).
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TABELA 19. Biodistribuicdo do *°™Tc(CO)s-RTXeq em camundongo nude
contendo linfoma de células Ramos expresso como porcentagem de atividade

injetada por grama (%Al/g).

%Al/g

Orgéo 4h 24 h 48 h
Sangue 11,0+£1,0 2,0+£0,2 1,0+£0,1
Coracao 50+1,0 0,9+0,1 0,56 + 0,04
Pulmé&o 7010 20x1,0 0,84 + 0,04
Baco 3,4+0,3 1,1+0,3 0,7+0,1
Rins 8,010 3,604 26+04
Estbmago 1,5+0,3 0,4+0,2 0,2+0,1
Intestin o 1,7+0,2 0,53+0,04 0,3+0,1
Figado 6,0+1,0 25%0,2 2,2+0,3
Musculo 0,6 +0,1 0,24 + 0,03 0,16 + 0,02
Osso 1,4+0,2 0,42 + 0,03 0,25 +0,04
Tumor direito 1,0+0,2 0,8+0,5 0,7+0,2
Tumor esquerdo 1,0+£0,2 1,0+£1,0 0,8+0,3
Urina 141,0£78,0 10,0£1,0 40+2,0

Os valores representam a média £+ DP (n = 4) da porcentagem de atividade

injetada por grama.

TABELA 20. Biodistribuicdo do !*®Re(C0O)s-RTXeq em camundongo nude
contendo linfoma de células Ramos expresso como porcentagem de atividade

injetada por grama (%Al/qg).

Orgéo 4 h*

Sangue 15,0+ 3,0
Coracao 6,0+1,0
Pulméao 8,0+2,0
Baco 40+1,0
Rins 6,0+1,0
Estdmago 0,9+0,2
Intestin o 1,5+0,2
Figado 70+1,0
Mdasculo 0,7+0,1
Osso 1,7+0,3
Tumor direito 1,2+0,3
Tumor esquerdo 1,3+0,4
Urina 50+6,0

24 h
6,0+0,4
28+0,3
4,0+0,5
3,0+1,0
50+1,0
0,6 £0,3
0,9+0,2
50+1,0

0,67 +0,05
1,2+0,2
3,0+1,0
3,0+1,0
11,0£8,0

%Allg

48 h
3,5+0,5
15+0,2
2,3+0,3
26+0,3
4,7 +0,5
0,3+0,1
0,5+0,1
2,705

0,42 +0,04
0,8+0,1
3,0+1,0
2,2+0,3
120+£1,0

72h
3,0+1,0
1,4+0,3
20+1,0
3,0+£1,0
6,0+1,0
0,2+0,1
0,6+0,1
3,0+1,0
0,4+0,1
0,8+0,2
25+04
3,0+1,0
8,0+3,0

Os valores representam a média £ DP (n = 4 e n = 3*) da porcentagem de

atividade injetada por grama.

Algumas diferencas foram observadas entre *°"Tc(CO)3-RTXeq €

188Re(C0)s-RTXeq. Em particular, a captacdo média no tumor (média do tumor de
ambos os lados) do *™Tc(CO)s-RTX.eq decresceu de 1,0 %Al/g apés 4 h de
injecdo para 0,7 %Al/lg ap6s 48 h, enquanto que para o ‘®Re(C0O);-RTX(eq

cresceu de 1,2 %Al/g apos 4 h para 2,6 %Al/g apos 48 h e isso continuou até 72h
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(2,7 %Allg). Uma diferenca foi observada nas razbes do clareamento das
preparacdes, com 0 " T¢(CO)s-RTXeq Sendo clareado mais rapidamente do que
0 %Re(C0O)s-RTXeq. Os resultados da biodistribuicdo nas TAB. 19 e 20 nao
exibem evidéncia de **"TcO, ou '*®ReOy in vivo, o0 que levaria a uma alta
acumulacao da radioatividade no estdmago.

A maxima acumulacéo no tumor foi apoés 4 h (1,0 + 0,2 %AlI/g no tumor
direito e 1,0 + 0,2 %Al/g no tumor esquerdo) para **"Tc e apds 24 h (3,0 + 1,0
%Al/g no tumor direito e 3,0 + 1,0 %Al/g no tumor esquerdo) para ‘*®*Re.
Acumulacéo significante da radioatividade foi encontrada no bacgo (3,4 + 0,3 %Al/g
e 4,0 + 1,0 %Al/g para *™Tc e '*Re, 4 h apés injecao, respectivamente), rins (8,0
+ 1,0 %Allg e 6,0 + 1,0 %Allg para *"Tc e '®Re, 4 h apds injecdo,
respectivamente) e figado (6,0 + 1,0 %Al/g e 7,0 + 1,0 %Al/g para *"Tc e *®Re,
4h apos injecao, respectivamente).

Anticorpos séo proteinas relativamente grandes (aproximadamente 150
kDa) com uma longa Ty, circulatoria (Boerman & Koppe, 2007). De acordo com
os dados apresentados nas TAB. 19 e 20, apds 4 h da injecdo do anticorpo
marcado, a atividade estava principalmente na corrente sanguinea,
comportamento correlacionado com o lento clareamento sanguineo de anticorpos.
Jalilian e colaboradores marcaram o anticorpo RTX com o radiois6topo ®'Ga e
verificaram que nas primeiras 2 horas poés-injecdo a atividade também estava
localizada principalmente no sangue (Jalilian et al.,, 2008). Scheidhauer e
colaboradores ao injetarem o RTX marcado com **'| em pacientes perceberam
que 1 h apos injecdo, a maior parte da atividade foi vista na corrente sanguinea,
delineando o coracgdo, grandes vasos, figado, baco e rins (Scheidhauer et al.,
2002).

Os dados de biodistribuicdo aqui encontrados também mostram que o
estbmago, musculo, 0sso e intestino tiveram baixa captacdo para os dois
compostos, *"Tc/**®Re(CO)s-RTX.eq. Alta captacdo no baco foi encontrada e
como explicado na literatura é devido a acumulagdo final dos linfécitos B
carregando o radioimunoconjugado até a superficie (Jalilian et al., 2007). Em
ambos os casos a radioatividade no figado decresceu com o passar do tempo
mas apoés 24 h permaneceu retida no mesmo o6rgdo. A radioatividade retida

nesses orgaos (figado e baco, por exemplo) pode ser explicada por dois motivos:
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(1) Esses 6rgéos expressam o antigeno CD20 e (2) Anticorpos séo catabolizados
vagarosamente por estes 6rgdos (Boerman & Koppe, 2007). Em tratamento de
humanos com **!|-tositumomab ou *°Y-ibritumomab uma dose inicial de anticorpo
frio é dada para limpar os linfécitos B CD20" circulantes que estdo presentes na
circulacdo sanguinea, otimizando entéo a biodistribuicdo e a captacédo tumoral do
anticorpo radiomarcado. Na auséncia da limpeza dessas células contendo
antigeno, os anticorpos radiomarcados poderiam primeiramente ser localizados
em Orgdos como pulmio, figado e baco apods se ligarem as células CD20"
(Dillman, 2002).

A FIG. 36 mostra os resultados da razdo tumor:ndo-tumor para o
sangue, rins, figado e muasculo, nos tempos de 4, 24 e 48 h apos injecdo do
9MTC(CO)3-RTXreq € P8Re(CO)3-RTXeq. Os valores do tumor do lado esquerdo

foram usados para o calculo.



126

A—4h
B 9°"Tc(CO);-RT Xy 7 158Re(CO)5-RT X, oq ( )

Razéao tumor:nao-tumor
N

Tumor:Sangue  Tumor:Rins Tumor:Figado Tumor:Musculo

B—24h
B *"T¢(CO)3-RTXeq r 1%2Re(CO)g-RT X,y ( )

Razao tumor:nao-tumor
B

0 . mnll mmm il

Tumor:Sangue  Tumor:Rins Tumor:Figado Tumor:Musculo

C-48h
8 T C(CO)-RTXreg 1 1BR(COK-RTXpng :

0 - i J : I .

Razao tumor:nao-tumor
s

Tumor:Sangue  Tumor:Rins Tumor:Figado Tumor:Musculo

FIGURA 36. Razao tumor:ndo-tumor calculada para os camundongos nude, com
tumor de células Ramos, injetados com *™Tc(CO)3-RTXeq € com ¥Re(CO)s-
RTXeq. As razdes foram calculadas para os tempos de 4 h (A), 24 h (B) e 48 h (C)
apos injecdo. Os valores do tumor do lado esquerdo foram usados para o célculo.
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O clareamento da corrente sanguinea levou a uma razao tumor:sangue
crescente de 0,1 apds 4 h de injecdo, para 0,8 ap6s 48 h de injecdo, para **"Tc e
de 0,1 ap6s 4 h de injecdo, para 1,0 apés 72 h de injecéo, para ***Re. A relacéo
tumor:musculo foi alta para 0 RTX.eq marcado tanto com *™T¢c(CO)s quanto com
188Re(CO);, sendo que essa alta relacdo favorece o contraste na obtencdo das
imagens.

Para aquisicdo da imagem SPECT, 200 pL da solucdo de anticorpo
marcado da formulacdo otimizada de '®Re(CO);-RTXq foi injetado em um
camundongo CD1-foxn1™ previamente inoculado com células Ramos para
inducdo do tumor. O animal foi sacrificado 24 h apds injecdo do radiofarmaco e
imediatamente as imagens SPECT/CT foram adquiridas e a reconstrucao pode
ser vista na FIG. 37.

FIGURA 37. Imagem SPECT/CT obtida de um camundongo CD1-foxn1™ portador
de tumor induzido com células Ramos injetado i.v. com **®Re(CO)3-RTX;eq. AS
imagens (A) e (B) correspondem a duas reconstru¢cdes diferentes do mesmo
animal. As setas brancas indicam a localizacdo do tumor no flanco direito e
esquerdo do animal.

O resultado obtido com a imagem SPECT est4d em concordancia com
os dados de biodistribuicdo. Houve captacdo tumoral, como indicado pelas setas
brancas na FIG. 37, mas essa captacao nao foi homogénea no tecido tumoral.
Pode-se visualizar também a captagcdo na regido abdominal, correspondente a
captacdo de 6rgdos como figado, baco e rins, como mostrado nos dados da



128

biodistribuicdo. A resolucéo espacial das imagens nao foi adequada devido a
baixa atividade de '*Re injetada.

A medida que foi encontrado sucesso no uso clinico de anticorpos
radiomarcados para tratar linfomas de células-B, existem relativamente poucos
dados de modelos animais para apoiar este desenvolvimento, especialmente
dados da captacdo especifica dos anticorpos nos tumores. Dentre 0s varios
motivos para tal fato, pode ser relatado o crescimento inconsistente de alguns
tipos de tumores, tornando dificil a obtencdo de um grupo de animais com
tumores de tamanho similar. Michel e colaboradores em seus estudos prévios
com camundongos nude injetados subcutaneamente com células Ramos
mostraram como desvantagem a inconsisténcia do crescimento deste tipo de
tumor, sendo que este modelo tumoral apresentou um crescimento tumoral
extremamente rapido bem como uma variacao consideravel no tamanho do tumor
entre 0os animais. Os autores encontraram uma baixa captacdo tumoral para o
anticorpo 1F5 (que tem uma captacdo tumoral bem estabelecida) (Michel et al.,
2002). Este crescimento rapido também foi observado no presente trabalho,
obtendo-se tumores com massas de até 3 g, podendo ser uma possivel
explicacéo para a baixa captacao tumoral aqui encontrada.

5.4.5 Autoradiografia ex vivo e invitro : *"Tc/**®Re(CO)3-RTXeq

Autoradiogramas ex vivo das secbes tumorais obtidas do animal
sacrificado ap6s a injecdo do '*Re(CO)s;-RTX,eq mostraram que a radioatividade
acumulou-se primariamente na superficie do tumor, todavia alguns pontos de
radioatividade foram detectados dentro do tecido tumoral (FIG. 38). Em contraste,
quando secBes tumorais adjacentes (apdés o decaimento da radioatividade
injetada do '®Re(CO)s-RTX.q) foram analisadas in vitro pela adicdo do
9MTc(CO)s-RTXeq, foi encontrada uma distribuicdo homogénea do antigeno
CD20 ligado a radioatividade dentro do tecido tumoral e os experimentos de
bloqueio com RTX,y frio mostraram um bloqueio completo da ligacdo do
radiomarcado indicando a especificidade do ligante (FIG. 38). Estes achados

indicam a acumulacao especifica da radioatividade-antigeno CD20 no tumor.
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FIGURA 38. Autoradiograma ex vivo (A): secdo representativa do tumor apos
injecdo do *®Re(C0O)s-RTXeq. In vitro: secdes do tumor incubado somente com
9MTC(CO)3-RTXreq (B) ou incubado com ™Tc(CO)3-RTXeq € excesso de RTXnat
para blogueio do receptor CD20 (C).

5.5 Analise comparativa dos resultados das marcacbe s do anticorpo RTX eq

com ®®Re pelos dois métodos estudados: método direto e vi  a carbonila

O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo comparativo da
marcacéo do anticorpo Rituximab com *®Re por dois métodos distintos: o método
direto e 0 método via ndcleo carbonila. O anticorpo foi usado na sua forma
reduzida para os dois casos.

O método direto necessitou do uso de agente redutor (SnCl,.2H,0),
agente transquelante (tartarato) e estabilizante (acido gentisico), ja o método via
carbonila requereu apenas a formacdo do nucleo carbonila para ligacdo ao
anticorpo.

A formulacdo denominada padrédo para o método direto conteve 1 mg
de RTXeq; 82,8 mg de tartarato; 1 mg de SnCl,.2H,0, 0,25 mL de acido gentisico
e 1 mL de '®Re enquanto que para o método via carbonila, conseguiu-se
trabalhar com quantidades muito menores, ficando a formulagc&o padrédo composta
por 250 pg de RTXeq € 100 pL de '®Re-carbonila. A diferenca no volume de
1%8Re, seja na forma de perrenato ou na forma de nicleo carbonila acarretou na
atividade usada na reagdo de marcacéo, sendo as atividades do método direto

maiores do que no método via carbonila.
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Duas diferencas que influenciaram a reacdo de marcacdo foram:
temperatura e tempo. Para o método direto, a reacdo foi de 1 hora em
temperatura ambiente, obtendo-se um rendimento de aproximadamente 90%;
para o método via carbonila a reacdo teve que ser de aproximadamente 17 horas
a 37T, obtendo-se um rendimento de aproximadamente 80%, entdo neste caso
foi necessério o uso de purificacdo poés-marcacdo. Por essa diferenca no tempo,
percebeu-se que a reacdo de complexacéo do ®Re(V) com 0 RTX.q foi mais
rapida do que a do **®Re-carbonila; no entanto de acordo com os resultados de
estabilidade da marcacdo mostrados na FIG. 18 e resultados do tempo de
incubacdo mostrados na FIG. 31 pode-se perceber que esse processo lento de
complexacédo do '®Re-carbonila com o anticorpo favoreceu a estabilidade da
marcacdo em relacdo ao tempo, comparado a instabilidade da marcacdo pelo
método direto, sendo o principal problema dessa instabilidade, a reoxidagdo do
1%8Re e formacado da impureza de *Re livre.

Os dois métodos tiveram comportamentos distintos no desafio a
cisteina, sendo que para a mesma concentracdo de cisteina usada no
experimento, 80 mmol.L™?, o RTX,eq marcado pelo método direto apresentou uma
alta porcentagem de dissociacédo, mais de 80%; enquanto que o RTX,eg marcado
pelo método via carbonila apresentou uma baixa porcentagem de dissociacao,
menos de 10%, sendo mais estavel ao desafio, como pode-se constatar na TAB.
12 e FIG. 33.

De acordo com os resultados dos estudos in vivo apresentados como
%Al/6rgdo nas TAB. 13 e 20, observa-se que os 6rgdos como sangue, baco,
figado e rins tiveram uma maior retencdo, em relacdo ao tempo, do RTXeq
marcado via carbonila. Orgdos como intestino, estdmago, pulmio e coragéo
tiveram captacdes semelhantes para os dois métodos e a captagdo no 0sso e
musculo foi baixa nos dois casos. Analisando a captac¢do dos radiofarmacos pelo
tumor, nota-se que com o0 passar do tempo a captacdo do RTX,q marcado pelo
método direto decresceu; jA a captacdo do RTX,y marcado via carbonila
manteve-se constante, o que é favoravel por proporcionar uma melhor a¢do do
radiofarmaco no foco tumoral.

A razdo tumor:ndo-tumor nos dois casos foi expressiva em relacdo ao

musculo e o perfil das imagens foi semelhante, podendo-se visualizar o tumor
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com uma discreta captacdo e observando-se uma alta atividade localizada na
regido abdominal, como demonstrado nas FIG. 24 e 37.

Comparando a marcacdo do RTX.q oObserva-se que os resultados
obtidos foram satisfatérios e encorajadores para futuras aplicacbes dos dois
métodos usados: método direto e via carbonila. Se forem levadas em conta a
estabilidade do radiofarmaco e a manutengéo da captagdo no tumor, o método da
carbonila parece ser mais adequado produzindo um radiofarmaco com melhor

comportamento biologico.
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6. CONCLUSOES

A marcacéo do AcM quimérico Rituximab com o radiois6topo *Re foi
estudada com éxito usando duas técnicas: o bem estabelecido método direto de
marcacao e o inédito método via carbonila.

O objetivo de se obter as formulac¢des otimizadas para os dois métodos
foi alcancado, sendo elas:

¢ Método direto [***Re(V)]: 1 mg de RTX.q; 82,8 mg de tartarato; 1 mg de
SnCl,.2H,0; 0,25 mg de acido gentisico, 1 mL de **®Re e 1 h de reacéo a
temperatura ambiente.

¢ Método via carbonila [**®*Re(1)]: 250 pg de RTXeq; 100 pL de %8Re(CO)s,
17h de incubacgéo, reacdo a 37 T e purificagdo pos- marcagao.

Um rendimento de marcacdo acima de 90% foi obtido para o método
direto ao passo que para o método via carbonila, a purificacdo pos-marcacao foi
eficiente, obtendo uma pureza radioquimica de 100%.

Especificamente do lado experimental destacam-se:

1. A reducdo do anticorpo foi eficiente, com uma boa porcentagem de
recuperacao da proteina reduzida.

2. O nimero de grupos —SH apds a reducao foi satisfatério, comprovando sua
importancia no processo de marcagdo ndo so para o método direto como também
no método via carbonila, mostrando ser uma possivel via para realizar a
marcacéo usando o nicleo M(CO); (M = *"Tc, ¥8Re).

3. A marcacéo do RTX (nativo e reduzido) via carbonila com o radiois6topo **™Tc
foi de suma importancia como modelo para o radioisépo **Re.

4. A formacdo do composto *™Tc(CO)s-RTXeq foi mais rapida do que o
188Re(C0O)s-RTXeq, que por sua vez mostrou melhor estabilidade em plasma
humano e nenhuma transquelacéo no desafio a histidina ou cisteina.

5. Os dois compostos mostraram boa afinidade de ligagdo e uma biodistribuicdo

em camundongos portadores de tumor coerente com a biodistribuicdo normal do
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anticorpo e razoavel captagcdo no tumor provando a eficiéncia do método de
marcacao e potencial uso clinico.

6. Os modelos in vivo, in vitro e ex vivo utlizados neste trabalho foram
importantes para a avaliacdo do comportamento biolégico e bioquimico do AcM
radiomarcado.

7. Um aprimoramento necessério em futuros trabalhos é a escolha do modelo

tumoral com células que promovam um crescimento mais controlado do tumor.

Este trabalho foi o primeiro passo para a disponibilizagcdo de um
radiofarmaco para terapia de LNH utilizando um radioisétopo, o ***Re, de grande
potencial para uso em oncologia. Os proximos passos serdo os estudos pré-

clinicos com este radiofarmaco, ja de interesse da classe médica brasileira.
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ANEXO - Cromatografia: analise radioquimica do RTX  radiomarcado

A ineficiéncia nos processos de marcacdo pode dar origem a
impurezas radioquimicas. A pureza radioquimica pode ser definida como a fracéo
da radioatividade total na forma quimica desejada presente no radiofarmaco.
Estas impurezas podem ser causadas por decomposi¢cdo do radiofarmaco por
acdo do solvente utilizado, temperatura, luz, radidlise ou marcagcdo de uma
impureza com o mesmo radionuclideo (Oliveira et al., 2006). A presenca deste
tipo de impureza (radioquimica) pode ocasionar padrdes de biodistribuicao
diferentes ao esperado, produzindo em consequéncia: diminuicdo da qualidade da
imagem, aumento da dose absorvida pelo paciente e dificuldades na interpretacéo
diagnostica, por isso sua determinacdo € de suma importancia. Além disso, a
radiomarcacao pode causar alteracdes significativas nas propriedades biolégicas
e imunoldgicas na molécula do anticorpo (Dias, 2005).

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo. Ela esta
fundamentada na migracao diferencial dos componentes de uma mistura, que
ocorre devido a diferentes interacdes, entre duas fases imisciveis, a fase movel e
a fase estacionaria. A grande variedade de combinacbes entre fases moveis e
estacionarias a torna uma técnica extremamente versatil e de grande aplicacéo
(Degani et al., 1998).

As diferentes formas de cromatografia podem ser classificadas
considerando-se diversos critérios, sendo alguns deles listados abaixo (Degani et
al., 1998):

1. Classificacdo pela forma fisica do sistema cromatografico

Em relacdo a forma fisica do sistema, a cromatografia pode ser
subdividida em cromatografia em coluna e cromatografia planar. A cromatografia
planar resume-se a cromatografia em papel (CP), a cromatografia por
centrifugacdo (Chromatotron) e a cromatografia em camada delgada (CCD). A
cromatografia em coluna pode ser classificada como cromatografia liquida,

gasosa ou supercritica.
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2. Classificacao pela fase moével empregada

Em se tratando da fase movel, séo trés os tipos de cromatografia: a
cromatografia gasosa, a cromatografia liquida e a cromatografia supercritica
(CSC), usando-se na ultima um vapor pressurizado, acima de sua temperatura
critica. A cromatografia liquida apresenta uma importante subdivisdo: a
cromatografia liquida classica (CLC), na qual a fase movel € arrastada através da
coluna apenas pela for¢a da gravidade, e a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), na qual se utilizam fases estacionarias de particulas menores, sendo
necessario o uso de uma bomba de alta presséo para a eluigcdo da fase movel. A
CLAE foi inicialmente denominada cromatografia liquida de alta pressdo, mas sua
atual designacdo mostra-se mais adequada. No caso de fases moveis gasosas,
separacdes podem ser obtidas por cromatografia gasosa (CG) e por
cromatografia gasosa de alta resolugcdo (CGAR). A diferenca entre os dois tipos
esta na coluna. Enquanto na CGAR sdao utilizadas colunas capilares, nas quais a
fase estacionaria é um filme depositado na mesma, a CG utiliza colunas de maior

diametro empacotadas com a fase estacionaria.

3. Classificacdo pela fase estacionaria utilizada

Quanto a fase estacionaria, distingue-se entre fases estacionarias
sélidas, liquidas e quimicamente ligadas. No caso da fase estacionaria ser
constituida por um liquido, este pode estar simplesmente adsorvido sobre um
suporte solido ou imobilizado sobre ele. Suportes modificados séo considerados
separadamente, como fases quimicamente ligadas, por normalmente diferirem

dos outros dois em seus mecanismos de separagéo.

4, Classificacdo pelo modo de separacao

Por este critério, separacfes cromatograficas se devem a adsorcéo,

particdo, troca idnica, exclusdo ou misturas desses mecanismos.
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