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DESENVOLVIMENTO FARMACOTECNICO DE UM RADIOIMUNOCONJUGADO
PARA TERAPIA DE LINFOMA NAO-HODGKIN

Adriana Vidal Fernandes Massicano

RESUMO

A radioimunoterapia tem se mostrado uma modalidade terapéutica promissora,
especialmente para terapia de tumores hematoldgicos o que tem impulsionado o
desenvolvimento deste tipo de radiofarmaco. Existe hoje apenas um radioimunoconjugado
aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA), ibritumomabe-tiuxetan-""Y (Zevalin®), e
ele apresenta maior taxa de resposta global e de remissdao completa quando comparados
aos tratamentos convencionais. Entretanto, nenhum deles é comercialmente disponivel no
Brasil. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi estudar as etapas envolvidas no
processo de conjugacdo e radiomarcacdo com Lu-177 do anticorpo monoclonal anti-CD20,
de forma que fosse possivel consolidar nacionalmente a metodologia para desenvolvimento
de outros radioimunoconjugados. Nos estudos realizados para determinar a melhor razao
molar anticorpo:quelante (DOTA), a razdo molar 1:50, apresentou pureza radioquimica
elevada (superior a 95%, apds a purificagdo) e imunorreatividade superior a muitos estudos
publicados. Além disto, o imunoconjugado apresentou estabilidade de, no minimo 3 meses,
sob refrigeracdo quando conjugado por dois métodos diferentes. O estudo dos parametros
de radiomarcacdo permitiu a obtencdo de um radioimunoconjugado com atividade
especifica de 740 MBg/mg, com estabilidade suficientemente longa que permitira seu
transporte as clinicas médicas. Os perfis de biodistribuicdo e farmacocinético foram
compativeis com outros radioimunoconjugados encontrados na literatura. O
radioimunoconjugado apresentou captacdo tumoral e estabilidade in vivo apreciaveis, esta
ultima evidenciada pela baixa captacdao 0dssea. Realizaram-se estudos de liofilizagdo da
formulacdo aperfeicoada do imunoconjugado que promoveram a liofilizacdo sem dano
estrutural evidenciado por eletroforese em gel de poliacrilamida com manutencdo da
imunorreatividade. A pureza radioquimica foi acima de 95% (apds purificacdo) quando
radiomarcado com atividade especifica de 740 MBqg/mg, com estabilidade relevante quando
armazenado a -20 °C por até 48 horas. Foi possivel ndo somente padronizar as metodologias
de conjugacdo e radiomarcacdao de anticorpos monoclonais, mas também aprimora-las de
forma que o radioimunoconjugado produzido foi superior em muitos aspectos quando
comparado com a literatura publicada. Conclui-se, portanto, que o radioimunoconjugado
anti-CD20-DOTA-"’Lu é uma ferramenta promissora para o tratamento de tumores
linfaticos que expressam o receptor CD20.



PHARMACOTECHNICAL DEVELOPMENT OF A RADIOIMMUNOCONJUGATE FOR
NON-HODGKIN LYMPHOMA THERAPY

Adriana Vidal Fernandes Massicano

ABSTRACT

The radioimmunotherapy (RIT) has proven to be a promising therapeutic modality, especially
for therapy of hematological malignancies, which has stimulated the development of this
type of radiopharmaceutical. Currently, there is one radioimmunoconjugated approved by
Food and Drug Administration (FDA) for refractory or relapsed non-Hodgkin lymphoma (NHL)
therapy, “°Y-ibritumomab tiuxetan (Zevalin®), and it has higher overall response and
complete remission rates compared to conventional treatments. However, Zevalin® is not
commercially available in Brazil. In this context, the goal of this work was to study the steps
involved in the process of conjugation and radiolabeling with Lu-177 of anti-CD20
monoclonal antibody, in order to consolidate the in house methodology for development of
this radioimmunoconjugate, contributing for the treatment of patients with NHL and also
contributing for the future development of other radioimmunoconjugates. In the studies
performed to determine the best antibody: chelator (DOTA) molar ratio, the molar ratio
1:50, showed high radiochemical purity (greater than 95% after purification) and the
immunoreactivity was higher than many published studies. Additionally, the
immunoconjugate was stable for, at least, 3 months under refrigeration when conjugated by
two different methods. The study of radiolabeling parameters, produced a
radioimmunoconjugate with specific activity of 740 MBg/mg, with adequate stability that
allowed the transportation of the radiopharmaceutical to nuclear medicine centers. The
biodistribution and  pharmacokinetic  profiles were consistent with  other
radioimmunoconjugates in the literature. The radioimmunoconjugate showed tumor uptake
and in vivo stability appreciable, the latter evidenced by low bone uptake. The lyophilization
studies were performed for the optimized formulation of immunoconjugate that allowed the
lyophilization without structural damage, evidenced by polyacrylamide gel electrophoresis,
and with maintenance of immunoreactivity. The radiochemical purity was above 95% (after
purification) when radiolabeled with a specific activity of 740 MBq/mg, with significant
stability when stored at -20 ° C for 48 hours. It was possible, not only to standardize the
conjugation of the monoclonal antibody and radiolabelling methodologies, but also improve
them so that the radioimmunoconjugate produced was superior in many aspects when
compared with the published literature. In conclusion, the radioimmunoconjugate *”’Lu-
DOTA-anti-CD20 is a promising tool for the therapy of tumors that express CD20.
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FIGURA 57 - Imunorreatividade apds a liofilizagdo do anti-CD20 conjugado pelos dois métodos de conjugagao
LN 3 TR TP 186

FIGURA 58 - Comparacdo da pureza radioquimica obtida apds a radiomarcac¢do de 2 mg de AcM conjugado pelo
método 1 e radiomarcado com 1.480 MBq de Lu-177 (740 MBg/mg). Radiomarcacgdes realizadas com
o imunoconjugado ndo liofilizado (N=5) e liofilizado (N=2). Resultados expressos em média + EPM.

FIGURA 59 - Comparagao da pureza radioquimica obtida apds a radiomarcagdo de 2 mg de AcM conjugado pelo
método 2 e radiomarcado com 1.480 MBq de Lu-177 (740 MBg/mg). Radiomarcacdes realizadas com
o imunoconjugado ndo liofilizado (N=5) e liofilizado (N=2). Resultados expressos em média + EPM.

FIGURA 60 - Imunorreatividade do AcM conjugado pelos métodos 1 e 2 antes e ap0s a liofilizagdo (N=3)....... 190
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Os anticorpos monoclonais (AcMs) tém sido amplamente explorados como
agentes terapéuticos contra o cancer desde o seu desenvolvimento inicial, quando Kohler e
Milstein em meados de 1970, fundiram com sucesso células imortalizadas de mieloma com
linfocito B produtor de anticorpo “ % Em contraste com a quimioterapia, os anticorpos
possuem suficiente especificidade pelo antigeno e se ligam preferencialmente as células
tumorais ao invés dos tecidos sadios. Esta especificidade promove a morte de células alvo
malignas e poupam relativamente o tecido normal 1

O rituximabe é um anticorpo anti-CD20 aprovado pelo Food and Drug
Administration (FDA) que mostrou efeito antitumoral quando usado como agente Unico ou
em combinagdao com uma variedade de regimes quimioterapéuticos3. E um anticorpo
monoclonal quimérico (murinico-humano), o qual se liga seletivamente com alta afinidade
ao antigeno CD20, uma proteina transmembranar hidrofdbica que é expressa em linfocitos B
e em mais de 90 % das células B de Linfoma ndao-Hodgkin (LNH) 45

Com o objetivo de aumentar o efeito citotoxico, radionuclideos tém sido
conjugados aos AcMs para radioimunoterapia (RIT). A RIT permite a entrega seletiva da
radiacdo ao alvo de interesse, enquanto poupa o tecido normal ® Ela combina o efeito
biolégico dos anticorpos com os mecanismos radioliticos para destruir as células tumorais.
Além disso, o efeito de fogo cruzado da radiacdo 3” pode destruir células vizinhas que nao
expressam o antigeno alvo do anticorpo ou que s3o pobremente vascularizadas ’

Atualmente, apenas um anticorpo radiomarcado esta disponivel para o
tratamento de LNH de baixo grau ou LNH folicular: Zevalin® que é composto pelo AcM
90Y 3.

ibritumomabe, de origem murinica, radiomarcado com Ele é indicado para o

tratamento de pacientes com LNH de baixo grau, folicular ou de células B transformadas que
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sejam resistentes ou reincidentes, incluindo pacientes com LNH folicular rituximabe-
resistente °.

A radioimunoterapia tem se mostrado uma modalidade terapéutica promissora,
especialmente para terapia de tumores hematolégicos o que tem impulsionado o
desenvolvimento deste tipo de radiofdirmaco. Muitos trabalhos utilizam anticorpos
monoclonais j& disponiveis no mercado e muitas vezes ja utilizados em imunoterapia. E
possivel citar o trastuzumabe 8 e pertuzumabe 3 para tratamento de cancer de mama, o
cetuximabe *° e nimotuzumabe ™ para tratamento de tumores que expressam receptores
para o fator de crescimento epidérmico (EGFR), como o cancer coloretal. Muitos desses
trabalhos apresentaram resultados animadores.

A marcagao de anticorpos monoclonais com radionuclideos metalicos é possivel
geralmente pelo uso de agentes quelantes bifuncionais, que possuem uma porg¢do reativa
para ligacdo covalente as proteinas e uma porcdo capaz de se ligar fortemente ao
radiometal, formando assim, um complexo fisiologicamente estavel. Tal estabilidade in vivo
é desejavel para radioimunocintilografia (ou radioimunodiagndstico - RID) e RIT, a fim de
reduzir os danos da radiacdo e toxicidade aos érgdos e tecidos normais. Uma classe de
agentes quelantes que tem se mostrado promissora para aplicagbes com anticorpos
monoclonais sdo os derivados de DOTA (acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-
tetracético) %

A conjugacdo de anticorpos monoclonais ao DOTA normalmente envolve uma
técnica de multiplas etapas '°. Além disto, existem dificuldades na radiomarcacio de
anticorpos conjugados, devido a lenta taxa de formagcao de complexos metalicos com o
DOTA e da presenca de vestigios de metais (contaminantes), que podem competir com o
radiometal, interferindo diretamente na eficiéncia da radiomarcacdo **.

O desenvolvimento, portanto, de um radioimunoconjugado requer cuidados em
suas diversas etapas, além de ser oneroso. Talvez por este motivo, ainda ndo tenhamos no
Brasil nenhum radioimunoconjugado disponivel para tratamento ou diagndstico de doencgas.
Pensando nesta necessidade nacional, o Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
(IPEN), maior desenvolvedor e produtor de radiofarmacos no pais, deseja por intermédio
deste trabalho, disponibilizar a sociedade um radioimunoconjugado que contribua com o

tratamento de LNH. Além de desenvolver uma metodologia sélida que contribua com o
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desenvolvimento de outros radioimunoconjugados potencialmente destinados ao

diagndstico e terapia de diversas doencas.
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OBIJETIVOS

Neste capitulo apresentam-se os objetivos gerais e especificos deste trabalho.

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver no IPEN a metodologia de producdo de um radioimunoconjugado
por meio da conjugacdo do anticorpo monoclonal anti-CD20 (rituximabe) ao quelante
bifuncional DOTA-NHS-éster, contribuindo para o desenvolvimento de outros
radioimunoconjugados nacionais.

Para o radiofdrmaco objeto deste estudo, pretendeu-se ainda caracterizar suas
propriedades in vivo e in vitro e desenvolver a formulacdo de um produto liofilizado para a

177
L

radiomarcagao com u.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS
v’ Aperfeicoar a reacdo de conjugacdo do quelante DOTA-NHS-éster ao rituximabe de forma
a preservar a imunorreatividade do anticorpo e garantir rendimento de marcagao

satisfatorio;

177

v’ Aperfeicoar as condi¢cdes de radiomarcacdo do imunoconjugado com o ~’Lu de modo a

obter alta pureza radioquimica;

v’ Estudar a estabilidade do anti-CDZO-DOTA-mLu;

v Analisar a biodistribuicdo e farmacocinética do anti-CD20-DOTA-"""Lu;

177
L

v’ Desenvolver um imunoconjugado liofilizado para radiomarca¢do com u.
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Neste capitulo apresenta-se a revisdo bibliografica aplicada ao presente trabalho.

3.1 RADIOFARMACIA E MEDICINA NUCLEAR

A Radiofarmacia é uma ciéncia essencial para a Medicina Nuclear (MN), pois se
encarrega de desenvolver, produzir e dispensar os radiofarmacos, que sao o instrumento
primario da MN. Radiofdrmacos sdao preparacdes farmacéuticas com finalidade diagndstica

n . A~ . . , 13
ou terapéutica que, quando prontas para o uso, contém um ou mais radionuclideos .

Os radiofarmacos fornecem a fisiologia, bioquimica ou a patologia do corpo sem
causar nenhuma perturbagdo ou funcao (efeito farmacoldgico). Eles sdo referidos como
radiotracadores porque sdo administrados em doses sub-farmacoldgicas para "marcar" um
processo patoldgico ou fisioldgico no corpo 1

O elemento radioativo ou radionuclideo é a matéria prima principal da
composicao de um radiofarmaco, podendo emitir diferentes tipos de radiacdo como as
. , — . 15 . , .
particuladas (particula oo ou B) ou emissdo de raio X ou gama (y) —. Emissores de pdsitron
+ ~ . . 7 . . - ~
(B") e gama sdo usados para fins diagndsticos, ao passo que emissores alfa e beta (B’) sdo
para fins terapéuticos, pois possuem uma maior capacidade de causar lesdo as células 1> 0s
radionuclideos comumente utilizados na clinica sdo produzidos artificialmente. De maneira

geral, as formas de obtencdo sdo por:

a) bombardeamento de alvos estdveis com néutrons, normalmente em reatores
nucleares;

b) bombardeamento com particulas positivamente carregadas, normalmente em

aceleradores de particulas (ciclotrons);
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c) fissdo nuclear de nuclideos pesados, apés bombardeamento com néutrons ou
particulas *°.

Algumas caracteristicas sdo desejaveis a um radiofdrmaco tais como facil
disponibilidade e custo razoavel de producdo; biodistribuicdo adequada para atingir o tecido
alvo e promover uma alta relagdo 6rgao alvo:6rgdo ndo alvo; auséncia de toxicidade e
efeitos secundarios; atividade especifica alta. Além disso, o tipo, a energia e a meia-vida

fisica do elemento radioativo devem ser compativeis com a aplicacdo desejada ™.

Em Medicina Nuclear, as imagens sao obtidas por meio da administragcdo de
radiofdarmacos seguida da medida da radiacdo emitida, que atravessa o organismo. Ja as
técnicas radioldgicas convencionais, medem a absor¢ao da radiagao aplicada externamente.

Os procedimentos realizados em MN, em sua maioria, sdo diagndsticos, mas a
utilizacdo de radiofdrmacos em terapia vem crescendo consideravelmente, particularmente

9MTe & utilizado em cerca de 90% de todos os

na area de oncologia. Atualmente, o
procedimentos diagndsticos, enquanto que o B estd presente em aproximadamente 97%
de todos os procedimentos terapéuticos YV Em oncologia, as aplicagdes da MN incluem a
deteccdo e caracterizacdo da lesdo primdria, o estadiamento, tratamento do cancer e

controle da resposta terapéutica 18

3.2 NEOPLASIAS: CONCEITOS GERAIS

O termo neoplasia significa "novo crescimento”. O termo tumor foi
originalmente aplicado ao edema causado pela inflamag¢do, mas o uso ndo neoplasico de
tumor praticamente desapareceu; portanto o termo se iguala a neoplasia *°.

As neoplasias podem ser classificadas como benignas e malignas. Esta
classificacdo deve sempre partir de critérios morfolégicos macro e microscépicos *°.

Um tumor benigno apresenta caracteristicas micro e macroscopicas que o
classificam como "inocentes", isto significa que ele permanece localizado, ndo consegue se
disseminar para outros sitios e geralmente pode ser removido por cirurgia local. De modo
simplificado, eles tendem a se apresentar como massas teciduais de crescimento lento e

expansivo, comprimindo e ndo propriamente infiltrando o tecido vizinho. Além disso,
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possuem aspecto circunscrito, capsulado ou pseudocapsulado e com limites facilmente
identificaveis. Nestes casos, o paciente geralmente sobrevive 19,20

Os tumores malignos sao referidos coletivamente como cdnceres. Quando se
aplica o termo maligno a um neoplasma, significa dizer que a lesao pode invadir e destruir as
estruturas adjacentes e se disseminar para sitios distantes, levando a morte 9

Estas disseminac¢Ges do tumor sdao chamadas de metdstases. As células tumorais
malignas sdo muito invasivas, penetrando nos vasos sanguineos, linfaticos e nas cavidades
corpoéreas, promovendo a oportunidade de disseminacao 9

Acima de tudo, o cancer é uma doencga da expressao descontrolada de genes,
por isso é considerada uma doenca genética. O ser humano esta vivendo mais e devido a
industrializacao, esta se expondo mais a uma crescente lista de agentes potencialmente

mutagénicos e carcinogénicos. Isto explicaria, em parte, a incidéncia cada vez maior da

21
doenca .

3.2.1 Linfoma nao - Hodgkin

Linfomas sdo transformacgdes neoplasicas de células linfoides normais que
residem predominantemente em tecidos linfoides. Sdo morfologicamente divididos em
Linfoma de Hodgkin (LH) e Linfoma nao - Hodgkin (LNH) 2,

Os LNH representam um grupo amplo e heterogéneo de neoplasias linfoides e
podem ser divididos em indolentes (baixo grau) e agressivos (alto grau). Os indolentes, que
correspondem a 40% dos diagnodsticos, possuem baixo indice de proliferagao celular, células
de tamanho pequeno, formacdo de grandes massas linfonodais, envolvimento frequente de
medula dssea e de sitios extranodais. Paradoxalmente, sdo tumores de baixa agressividade,
com sobrevida de anos mesmo sem tratamento especifico, mas geralmente sdo incurdveis.
Por outro lado, linfomas de alto grau, que representam 60% dos diagndsticos, apresentam
alto indice de proliferacdao celular, células grandes, linfonodomegalias localizadas e como
possuem alta agressividade, levam a ébito rapidamente se ndo tratados, no entanto, sdo
curaveis 2,

Em 2012, foram estimados cerca de 390 mil casos novos e 199 mil ébitos por

LNH no mundo . Nos Estados Unidos, este é o tumor hematoldgico mais comum e estima-

se que represente aproximadamente 5% de todos os canceres diagnosticados no pais em
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2014. Para este mesmo ano, cerca de 71.000 novos casos de LNH foram estimados no pais
23

No Brasil, ele é a décima terceira neoplasia mais comum e estimam-se 4.940
casos novos de LNH em homens e 4.850 em mulheres para o ano de 2014. Tais valores
correspondem a um risco estimado de 5,04 casos novos a cada 100 mil homens e 4,77 a
cada 100 mil mulheres *.

A incidéncia de cada tipo de LNH varia entre as populacdes. A América do Norte,
Australia/ Nova Zelandia e algumas partes da Europa possuem as mais altas taxas de
incidéncia desse tipo de cincer 2. Os subtipos de LNH associados etiologicamente a
infeccOes virais ocorrem com maior frequéncia nas regioes endémicas para a infeccdo viral,
como por exemplo, o linfoma de Burkitt que é associado ao virus Epstein-Barr, é mais
frequente na Africa Equatorial. No geral, homens e individuos da raca branca tém maior
incidéncia da maioria dos subtipos de LNH 2°.

Esta é uma neoplasia em que a incidéncia aumenta com a idade, e uma vez que
a média de vida da populagcdo estd ficando maior, o nimero de casos vém aumentando
cerca de 4% ao ano. A razdo deste aumento ndo é clara, mas acredita-se estar relacionado a

. . 25,27
fatores ambientais

. Alguns estudos demonstram aumento de risco em fazendeiros e
agricultores, além de pessoas com a exposicao de herbicidas e solventes organicos. Também
ha uma associagdo, questiondvel, com a dieta e alguns estudos relacionam a alta ingestado de
carne e gordura, como um fato de risco %

Além disso, existe uma associagao entre o desenvolvimento desse cancer e a
funcdo imune alterada. Com isso, pessoas transplantadas que receberam tratamento com
imunossupressores para prevencdo de rejeicao do transplante, individuos portadores de
doengas autoimunes, tais como atrite reumatoide, psoriase e sindrome de Sjégren possuem
um maior risco para o desenvolvimento de LNH. Ha também subtipos de LNH associados a
agentes infecciosos, tais como virus da imunodeficiéncia adquirida (IDA), hepatite C, virus T-

linfotrépico humano, herpes virus humano tipo 8, Epstein-Barr 22,26

Muitos protocolos de tratamento podem der usados contra o LNH, mas a escolha
depende do subtipo de LNH e do estagio em que se encontra a doenga, bem como de outros

fatores progndsticos. Os principais tipos de tratamento sdo a quimioterapia, a imunoterapia,
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a radioimunoterapia, o transplante de células tronco e, em alguns casos, a cirurgia também é

usada 2%,

3.3 IMUNOTERAPIA DO CANCER

Os seres humanos possuem milhGes de moléculas de imunoglobulina (Ig)
diferentes. Elas fornecem ao corpo uma vasta diversidade imunoldgica. Cada Ig exibe um
grau de especificidade para um epitopo em particular. Se um clone especifico para um
epitopo é isolado e reproduzido, tém-se uma populacdo de anticorpos monoclonais (AcMs)
em que cada Ig desta populac3o se liga ao mesmo epitopo .

Os AcMs vém de encontro com a ideia de "comprimidos magicos" (do inglés,
magic bullets). Segundo Wright e Lapi (2013), este conceito foi sugerido pela primeira vez
por Paul Ehrlich hd mais de um século atras. Ele teorizou que se um composto pudesse
marcar uma doenca de forma seletiva, entdo aquele composto poderia ser combinado com
um agente terapéutico para tratar a doenca. Este conceito inspirou muitas drogas tanto para
tratamento quanto para deteccdo de diversas doengas 2,

A producdo de AcM e, portanto o uso destes "comprimidos magicos" em terapia
do cancer tem sido explorado a partir de 1970, gracas ao desenvolvimento da tecnologia do
hibridoma®. Em poucas palavras, esta tecnologia consiste em fundir um linfécito B isolado
produtor de um anticorpo monoespecifico (AcM) com células transformadas de mieloma,
resultando em células hibridas com suas caracteristicas imortalizadas. Estas células podem
ser cultivadas in vitro para produzir grandes quantidades do anticorpo monoespecifico 2,

Estes linfécitos B especificos sdo gerados por meio da imunizacdo de
camundongos, produzindo assim um anticorpo monoclonal murinico. Isto faz com que
muitos pacientes desenvolvam uma resposta imunoldgica a estas proteinas murinicas,
comprometendo sua utilizagdo em certas aplicagdes *° Em cerca de 30% dos pacientes, uma
simples administracdo do AcM murinico pode estimular o sistema imune a produzir

30,31

anticorpos contra o agente terapéutico . Esta resposta imune a AcM murinicos chama-se

resposta HAMA (do inglés Human anti-mouse antibodies) e ela destroi os AcM administrados
em doses subsequentes. Na pratica a eficacia terapéutica dos AcM murinicos é limitada a

30

primeira ou no maximo a segunda administracio * *°. Além da resposta HAMA, as

sequéncias ndo humanas dos AcMs provocavam reagdes do tipo alérgicas e estas consistiam
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no principal efeito colateral observado 32,

A partir de 1980, o advento da tecnologia do DNA recombinante permitiu reduzir
a imunogenicidade destes anticorpos murinicos >'. Desde entdo se iniciou o
desenvolvimento de AcMs quiméricos e humanizados. Os AcM quiméricos sdao construidos
combinando-se os dominios V, que sdo responsaveis pela ligacdo ao antigeno e localizados
na porc¢ao Fab (do inglés antigen-binding fragments), de AcM murinicos com os dominios C,
localizados na cadeia constante (Fc), de moléculas IgG humanas. AcM humanizados possuem
apenas os residuos de aminoacidos dos dominios V de origem murinica, ja que estes estao
envolvidos no reconhecimento do antigeno *°.

Com o desenvolvimento de AcMs quiméricos, a chance de induzir uma resposta
alérgica diminuiu significativamente em comparagao aos AcM murinicos, mas mesmo assim
continua sendo um efeito colateral significativo. O rituximabe, um dos AcM quiméricos
amplamente utilizados, produz reacGes alérgicas agudas em 20 a 30% dos pacientes e ha
ainda a incidéncia de febre, arrepios, erupcdes cutaneas, hipotensdo e angioedema em até
75% dos casos. Contudo, menos de 1% dos pacientes apresentam reagdes alérgicas graves
(choque anafilatico) que impossibilitam o uso recorrente do AcM *.

A nomenclatura padrdo para os AcM segue as seguintes regras: o sufixo
genérico para nomear um AcM é “mab”. AcM murinicos sdao “momab”; as moléculas
guiméricas sdao “ximab” e as moléculas humanizadas sdao “zumab”. Quando o AcM é
direcionado a um antigeno tumoral, utiliza-se a silaba “tu” antes do sufixo (tumomab,
tuximab e tuzumab) 3.

Diferentemente da quimioterapia e, até certo ponto da radioterapia, os AcM se
ligam especificamente as células tumorais e esta especificidade promove a morte de células
malignas enquanto perserva os tecidos normais '

Apds a ligacdo de um AcM ao seu receptor varias respostas sao induzidas e irdo
conduzir a morte celular e, embora mais de um mecanismo de agdo seja exercido por um
determinado AcM, os principais sdo a citotoxicidade mediada por células dependentes de
anticorpo (CCDA) e a citotoxicidade dependente do complemento (CDC), que serdo
detalhados mais adiante.

Os AcMs revolucionaram a terapia de cancer e de 1997 até 2014, o FDA aprovou
guatorze imunoterdpicos contra o cancer. Destes, dez sdo administrados como agente Unico,

dois sdo conjugados a drogas e dois sdo conjugados a radioisétopos . Na TABELA 1 sdo
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apresentados os quatorze AcMs aprovados pelo FDA até 2014.

TABELA 1 - Anticorpos monoclonais aprovados pelo FDA para tratamento oncoldgico.
Adaptado de Glassman e Balthasar, 2014 33 e Kitson et al. 2013 **,

ANO DE INDICAGOES DE
NOME DA DROGA APROVACAO TIPO ALVO TERAPIA
Ibritumomab-"*| 2003 Murinico CD20 LNH, LCB, LDGCB, LH e
o MM
(Bexxar®)
Ibritumomabe- LNH, LCB, LDGCB, LF,
tiuxetan-"Y/*In 2002 Murinico CD20 linfoma da célula do
(Zevalin®) manto
Trastuzumabe Cancer de mama
. 2013 Humanizado HER2 metastatico HER2
Emtansine (Kadcyla®) s
positivo
Pertu.zumabe 2012 Humanizado HER2 Cancer de mama
(Perjecta®)
B ) . LHIi . .
rentummabg Vedotin 5011 Quimérico D30 H, linfoma ana,pla5|co
(Adcetris®) de grandes células
Ipilimumabe (Yervoy®) 2011 Humano CTLA-4 Melanoma metastatico
Ofat”m“mjbe 2009 Humano CD20 LLC
(Arzerra®)
Panltun?u.mabe 2004 Humano EGFR Cancer colorretal
(Vectibix®)
Cetuximabe (Erbitux®) 2004 Quimérico EGFR Cancer colorretal
Bevacizumabe 2004 Humanizado VEGF-A  Céncer colorretal
(Avastin®)
Alemtuzumabe .
2001 Humanizado CD52 LLC, LMA, EM
(Campath®)
Caliquemicina
Gemtuzumzbe 2000 conjugada ao 1Gg4 CD33 LMA
(Mylotarg®) :
humanizado
Trastuzumabe 1998 Humanizado HER2 Cancer de mama
(Herceptin®)
Rituximabe (Rituxan®) 1997 Quimérico CD20 LNH, LCB, LLC

LH = Linfoma de Hodgkin; LLC = Leucemia linfocitica cronica; LMA = Leucemia mieloide aguda; LNH = Linfoma
nao-Hodgkin; LCB = linfoma de células B; LF = linfoma folicular; LDGCB = linfoma difuso de grandes células B;
MM = mieloma multiplo; EM = esclerose multipla.

No Brasil, todos estes AcMs ndo radiomarcados possuem registro na Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) e podem ser comercializados, exceto o
Gemtuzumabe (Mylotarg®) que teve seu registro vencido em marcgo de 2011 >,

Contudo, nenhum dos radioimunoconjugados possui registro na ANVISA *. Isto
representa uma perda muito grande na opcdo terapéutica de alguns tumores. E neste

aspecto ressalta-se a importancia do desenvolvimento de uma tecnologia nacional de
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producao de radioimunoconjugados com o intuito de ampliar a opcdo terapéutica do
paciente/médico além de reduzir os custos com importacdo destes radiofarmacos pelo
Ministério da Saude.

Dentre todos os AcMs ndo radiomarcados citados, destaca-se, para este

trabalho, o rituximabe.

3.3.1 Rituximabe

O rituximabe foi o primeiro AcM aprovado pelo FDA para terapia de neoplasias
de células B CD20 positivas, como o LNH indolente de células B e a leucemia linfocitica
cronica. No entanto, seu uso se expandiu consideravelmente e hoje ele também é usado no

27, 36

tratamento de doengas autoimunes . No Brasil, ele é comercializado pela Roche sob o

nome fantasia de MabThera®.
O CD20 é um marcador celular de células B que é expresso durante a
diferenciacdo das células pré-B em células B. Na membrana celular ele é muito estdvel e ndo

7 P
337 Ele também

sofre mudanc¢a, modulagdo ou internalizagdo apds se ligar ao anticorpo
estd presente em 90% das células B malignas de LNH e em cerca de metade dos casos de
leucemia linfoblastica aguda. Sua funcao precisa ainda ndo é conhecida, mas aparentemente
ele desempenha um papel importante na ativagao, diferenciacdo e crescimento das células B
37

O sucesso do rituximabe provém de diversos fatores, um dos quais é devido a
sua estrutura quimérica. Ele preserva as regides responsaveis pela ligacdo ao receptor com
origem murinica, mas sua porgao Fc é de origem humana. Esta estrutura desencadeia menos
reacdo HAMA no paciente e a meia vida do anticorpo é prolongada, devido a presenca da
porcdo Fc de origem humana. Além disto, esta porcdo contém os aspectos efetores da
molécula, incluindo a ativagdo do complemento e atragdo de células citotdxicas, portanto, a
porcdo Fc humana é mais efetiva em ativar estes efetores em humanos ’.

Muitos mecanismos de acdo do rituximabe tém sido propostos e avaliados in
vitro, mas o mecanismo exato ou predominante in vivo permanece desconhecido > Esses

estudos in vitro demonstraram que o rituximabe é capaz de lisar células CD20 positivas por

meio dos seguintes mecanismos:
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a) Citotoxicidade mediada por células dependentes de anticorpo (CCDA): envolve
a unido de um anticorpo e seu receptor de membrana e reconhecimento dos receptores Fc
por células "Natural Killers", eosindfilos e neutréfilos. Posteriormente, ha a inducdo de
eventos celulares que levam a lise celular 32,

b) Citotoxicidade dependente do complemento (CDC): envolve a ligacgdo de um
anticorpo a uma proteina do complemento, posteriormente desencadeando a via do
complemento com a criacdo subsequente dos complexos do complemento na membrana
externa e lise celular **

c) Efeitos diretos induzidos pela ligagdo do AcM ao receptor tais como: inibicao
do crescimento, alteracdo no ciclo celular e apoptose 2.

d) Sensibilizagdo a quimioterdpicos convencionais: algumas evidéncias de
sinergismo e efeitos aditivos tém sido reportadas in vitro. J4 em pacientes, estudos sugerem
aumento da atividade clinica quando o rituximabe é administrado em combinacdo com a
quimioterapia convencional *% 3,

A eliminacdo do AcM ¢é provavelmente pelo sistema reticuloendotelial via
fagocitose e metabolismo. A meia vida (t %2) do rituximabe aumenta conforme o numero de
doses administradas; uma dose inicial de 375 mg/m? produz uma t % média de 60 horas;
aumentando para 174 horas apds a quarta dose. E possivel detectd-lo no soro de 3 a 6
meses ap6s a ultima infusdo .

O rituximabe é menos efetivo em LNH agressivos e por este motivo muitos
protocolos o combinam com a quimioterapia convencional (CHOP - ciclofosfamida,
hidroxirubicina, oncovin e prednisona) 1,40

Em 2002, Coiffer e colaboradores, publicaram um estudo comparando a
guimioterapia CHOP com a CHOP associada ao rituximabe em pacientes idosos (60 a 80
anos) portadores de linfoma difuso de células B grandes sem tratamento prévio. A taxa de
resposta completa foi significativamente maior para os pacientes tratados com CHOP +
rituximabe (73%) comparada aos que receberam apenas o tratamento convencional (63%)
41.

Todavia, um trabalho publicado em 2015 por Jia e colaboradores, que avaliaram
140 pacientes portadores de linfoma difuso de células B grandes sem tratamento prévio, ndao

apresentou os mesmos resultados. Os pesquisadores fizeram esta avaliacdo entre 2003 e

2009 e dividiram os pacientes em dois grupos: (1) 78 pacientes foram tratados com CHOP +
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rituximabe e (2) 62 pacientes foram tratados apenas com CHOP. Destes pacientes, 91
receberam radioterapia apds a quimioterapia. Eles obtiveram taxa de resposta completa de
77% em ambos os grupos e apds um acompanhamento de 56 meses, todos apresentaram 5
anos de sobrevida global. Com este trabalho eles concluiram que a CHOP sozinha pode ser
tdo efetiva quando a CHOP + rituximabe, no entanto, a radioterapia podera ser necessaria 2,

Um aspecto muito discutido sobre a terapia com rituximabe, é a resisténcia ao
tratamento. Alguns pacientes desenvolvem mecanismos de resisténcia apds o tratamento e
ainda hd aqueles que possuem resisténcia inata. Esta resisténcia inata pode ser explicada em
partes, pelos diferentes niveis de expressdao de CD20 nos diferentes tipos de LNH, além da
diferenciag3o particular de cada individuo " .

A forma mais comum de demonstrar a resisténcia adquirida por pacientes é por
meio de protocolos de re-tratamento. Somente 40% dos pacientes que responderam bem
ao tratamento prévio com rituximabe, responderdo ao re-tratamento e os mecanismos
desta resisténcia sdo pouco conhecidos % Uma das hipdteses, é que o tratamento diminui a
expressao do antigeno CD20 na superficie das células 3,

Para estes pacientes, a alternativa seria o tratamento com AcMs que se ligam a
antigenos diferentes do CD20, e que também sdo expressos em células B de LNH, como por
exemplo, o CD37 s,

Além disso, estes pacientes sdo, sem duvida alguma, fortes candidatos para o

tratamento com radioimunoterapia, que sera abordado a seguir.

3.4 RADIOIMUNOTERAPIA DO CANCER

Uma maneira potente de aumentar o poder citotdéxico dos AcM é conjuga-los a
radionuclideos, formando radioimunoconjugados. A esta modalidade médica, da-se o nome
de Radioimunoterapia (RIT) ,

Comparada a radioterapia, a RIT possui a grande vantagem de ser capaz de
atacar ndo somente o tumor primdrio, mas também as lesdes metastaticas M Além disto, o
tratamento com RIT é simples da perspectiva do paciente e pode ser mais conveniente do
gue a quimioterapia convencional. Isto porque a RIT é aplicada em questdo de minutos e

como o protocolo de doses é espacado, o paciente ndo precisa retornar a clinica/hospital
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varias vezes para novas se¢des -,

A selecdo do antigeno de superficie ideal e do anticorpo a se ligar neste antigeno
é crucial para o sucesso do programa terapéutico. O antigeno ideal para RIT é altamente
expresso e possui uma densidade uniforme na superficie de todas as células tumorais
enquanto que n3o se expressa em células normais *°.

As células irradiadas absorvem uma grande quantidade de energia na forma de
fétons ou cargas particuladas, o que promove um dano macromolecular direto, bem como a
geracdo de espécies de hidrogénio e /ou oxigénio (radicais livres). Ambos, os radicais livres e
o dano molecular, causam danos a cadeia de DNA e os danos incluem ndo somente
apoptose, mas também necrose programada ** *°.

Clinicamente, a RIT é mais comumente empregada no tratamento de linfomas e
leucemias, pois os linfdcitos sdo células extremamente radiossensiveis. Tumores sélidos sdo
mais radiorresistentes e requerem uma dose depositada de radiacdo cerca de cinco ou dez
vezes maior quando comparado com tumores hematolégicos *°.

Além disso, os tumores solidos sdo caracterizados pela vascularizagdo limitada,
gue pode causar captacdo heterogénea destes AcMs. Portanto, a RIT é mais adequada para
tratamento de pequenos tumores, pois nestes tumores o anticorpo radiomarcado possui
uma captacao tumoral suficientemente alta capaz de induzir um efeito tumoricida mediado
pela radiagao o,

O avanco mais recente em RIT tem sido o desenvolvimento de métodos
guantitativos para estimar a dose de radiagao absorvida tanto no tumor quanto nos tecidos
sadios. Esta é a base da individualizacao do tratamento por paciente e com isto, previne-se a
toxicidade que é associada com a exposicdo excessiva a radiagdo. Este conceito fundamental
é um exemplo de abordagem terandstica *°.

AcMs radiomarcados com radiometais como o Y e 7/

Lu, exibem prolongada
retencdo no alvo, ao passo que AcM radioiodados sdao degradados apds a endocitose

liberando peptideos e aminoacidos radioiodados °.
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3.5 RADIOISOTOPOS UTILIZADOS EM RIT

No desenvolvimento de um radioimunoconjugado devem-se considerar muitos
aspectos do radioisétopo. Os principais sdo meia-vida fisica, tipo de emissdo radioativa,
energia da radiacdo, radionuclideos filhos produzidos apdés o decaimento, método de
producdo e pureza radionuclidica. Para terapia, deseja-se radiacdo com alta transferéncia
linear de energia, como oriundas de particulas a e B, pois elas promovem uma alta ionizacao
em curto espaco percorrido 8 g possivel também a utilizacdo de emissores de elétrons
Auger, mas eles precisam ser localizados préximo ao DNA, pois possuem alcance limitado 4
(TABELA 2).

E desejavel também que haja emissdo simultdnea de radiacdo gama ou X, para
permitir a realizacdo de imagens e ajudar na medida dos parametros farmacocinéticos e
calculo da dosimetria *.

. e . 131 90 177
Radioisdtopos tais como I, 7Y e

Lu, os quais sdo B emissores, sao
largamente utilizados em RIT. A B radiacdo possui uma transferéncia linear de energia de
aproximadamente 0,2 keV/um, com penetragdo nos tecidos de alguns milimetros
dependendo da energia da particula. Esta penetragdao relativamente longa promove a
deposicdo de energia em células vizinhas, tumorais ou ndo. Este fenbmeno é conhecido

como "fogo cruzado" (crossfire) *°

e é particularmente interessante, pois pode destruir
células vizinhas que ndo expressam o alvo do anticorpo ou que sdo pobremente

. 6
vascularizadas °.
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TABELA 2 - Principais radionuclideos utilizados em RIT.

RADIONUCLIDEO MEIA-VIDA ENERGIA MAXIMA (MEV) ALCANCE MEDIO

Emissores beta

1%Re 16,9 h 2,12 3,5 mm
1%°Re 3,7d 1,07 1,8 mm
Oy 2,7d 2,28 3,9 mm
*Cu 2,6d 0,58 0,71 mm
B3 8,0d 0,61 0,91 mm
Ty 6,7 d 0,50 0,67 mm
Emissores alfa
ZHAt 7,2h 6,8 80 um
213g; 46 min 8,3 84 um
2B57¢ 10d 6,0 - 8,0 60 - 90 um
Emissores de elétrons Auger
123) 60.5 d - 2-500 nm

3.5.1 Lutécio-177

0 '"Lu possui caracteristicas fisicas que o tornam promissor para RIT. Ele pode
ser produzido em grande escala em reatores, com um custo relativamente baixo e alta
atividade especifica ®. A baixa energia das suas particulas B~ fornece um alcance médio de
670 um, o qual é ideal para destruir pequenos tumores malignos e causar pouco dano as
células sadias *°.

Yy é de 6,7 dias e permite aplicacdo de métodos de

A meia-vida fisica do
sintese e purificacdo do radiofarmaco que demandem certo tempo para sua conclusdo.
Outra vantagem deste radioisétopo é a emissdao concomitante de fétons gama, que permite
a realizagdo de imagem do paciente usando gama-camaras convencionais. Esta caracteristica
€ muito util na determinacdo da dose entregue ao tumor e aos 6rgdos nao alvo (dosimetria)
8,51,52

O ’Lu possui natureza metélica que o torna tipicamente incapaz de formar
ligacGes covalentes estaveis com elementos presentes em proteinas e peptideos. Por esta
razao, radiomarcagoes de proteinas e peptideos com metais radioativos sao realizadas com
o uso de quelantes bifuncionais, os quais formam compostos ndo covalentes com o

53
I

radiometal . Muito frequentemente estes quelantes se ligam ao AcM por meio de
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grupamentos amino localizados nos residuos de lisina ou também por meio de ligacdo ao
grupo tiol das cisteinas 30,34

O Acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetracético (DOTA) é um
guelante macrociclico que apresenta melhor estabilidade in vivo comparada ao &cido
dietileno-triamino-pentacético (DTPA) (quelante aciclico). Quando o AcM é conjugado ao

111
I

DTPA e posteriormente marcado com n, por exemplo, pode ocorrer reagao de

transquelacdo com a transferrina o que aumenta o acimulo hepatico e em outros érgaos do
sistema reticuloendotelial **.

Para a conjugacao do quelante a biomolécula é necessaria a ativagao do grupo
carboxilico do quelante a partir de um éster ativo, e a reagdo com uma amina primaria das
biomoléculas. Desta forma se obtém uma ligacao peptidica altamente estavel sob condicdes
fisiolégicas. Um exemplo comum da ativagao do grupo carboxilico é a utilizacdo do éster N-
hidroxisuccinimida (NHS). Os ésteres do NHS ativados sdo seletivos para aminas primarias
em solucdo aquosa e pH ligeiramente alcalino, como é o caso das condi¢Ges da reacdo de
imunoconjugacao 3,

Na FIGURA 1 estd representada a estrutura do DOTA-NHS-éster e na FIGURA 2,
hd a representacdo esquemadtica da conjugacdo do AcM com o DOTA e posterior

radiomarcacdao com o radionuclideo.

Hozc—\mg—\ _—COH

N
HO,C— S/ “—co,-N

FIGURA 1 - Acido 1,4,7,10-tetraazociclododecano N,N’,N”,N’"’-tetracético (DOTA-NHS-éster)
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NHS

\]r’ Radiomarcagéio
— V~»
AcM DOTA 1F ?

? AcM-DOTA-177Lu

Radionuclideo

Célula tumoral

FIGURA 2 - Representacdo esquematica da conjugacdo do AcM ao DOTA e posterior
radiomarcacdo com radionuclideo B emissor. Adaptado de Kitson e colaboradores (2013) **.

3.6 RADIOIMUNOTERAPIA DO LNH

A RIT é particularmente interessante para tumores hematoldgicos por varias
razoes, incluindo o fato de que muitos antigenos de superficie expressos nas linhagens
celulares ndo sdao expressos em outros tecidos -,

A maioria dos estudos clinicos para tumores hematopoiéticos sdo focados na
radiomarcacio de anticorpos anti-CD20. Entes anticorpos quando conjugados ao 'l e Py
produzem maiores taxas de resposta global (60 - 80%) e de remissdo completa (15 - 40%)
guando comparados aos AcM nao radiomarcados. Em alguns casos a remissao dura 10 anos
ou mais *.

Conforme citado anteriormente, existem dois radioimunocconjugados aprovados

pelo FDA para tratamento de LNH: ibritumomabe-tiuxetan-"°Y (Zevalin®) e tositumomabe-




Capitulo 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA

13 (Bexxar®), contudo, ambos ndo sdo comercializados no Brasil.

3.6.1 Ibritumomabe-tiuxetan-°Y (Zevalin®)

Este foi o primeiro AcM radiomarcado aprovado pelo FDA para tratamento de
LNH recidivos ou resistentes de baixo grau, folicular ou LNH transformado de células B,
incluindo LNH rituximabe-resistente *°.

O ibritumomabe é um AcM murinico que, assim como o rituximabe, se liga ao
antigeno CD20. O 0y é um radioisétopo com meia vida de 64 horas e emite apenas
particulas beta com energia média de 2,3 MeV e penetracdo no tecido mole de 5,3 mm *’.
Para realizar a radiomarcacdo com o radioisétopo, primeiramente conjuga-se o AcM com o
guelante tiuxetan.

Como o °Y é um emissor beta puro, a imagem para biodistribuicio e dosimetria

111

é realizada com ~~“In. Para realizacdo do tratamento, o paciente recebe no dia 1 uma pré-

dose de rituximabe (250 mg/m?), em seguida recebe uma dose de 5 mCi de 1

n-
ibritumomab-tiuxetan. Apds 3 dias da administracdo, o paciente retorna ao centro de
medicina nuclear para realizar um exame cintilogrdfico de corpo inteiro (scan) para
determinar a biodistribuicdo do radiofdrmaco. O objetivo é assegurar que a capta¢gdo em
orgaos radiossensiveis, tais como pulmao, rins e intestino delgado, seja menor que a
captacao no figado. Se a biodistribuicdo for favordvel, o paciente retornava dentro de alguns
dias para iniciar o tratamento com ibritumomabe-tiuxetan-"Y %,

Em 1996 foi publicado o primeiro estudo clinico de fase I/Il para o ibritumomabe-
tiuxetan-""Y com o objetivo de determinar o efeito da pré-infusio de AcM n3o radiomarcado

M, determinar a dose maxima tolerada de

na biodistribuicdo do ibritumomabe-tiuxetan-
ibritumomab-tiuxetan-"°Y gue ndo requeresse transplante de medula e avaliar a seguranca e
efeito anti-tumoral do radiofarmaco **.

Dezoito pacientes com LNH recidivos de grau baixou ou intermedidrio foram
tratados com diferentes atividades de ibritumomabe-tiuxetan-"°Y. O estudo demonstrou que

a administracao de AcM nado radiomarcado antes da infusdo de ibritumomab-tiuxetan-'*!|

n
afetou a biodistribuicao favoravelmente e que doses < 40 mCi de ibritumomab-tiuxetan-"°Y
ndo sdo mielotdxicas. A taxa de resposta global, apds dose Unica, foi de 72% incluindo 6

respostas completas e 7 respostas parciais >°.
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Em novembro de 2011, o FDA retirou a obrigacdo da realizacdo do exame com
n, uma vez que cinco estudos clinicos demonstraram que alteragdes na biodistribuicdo
ocorrem em apenas 1% dos pacientes, contudo a infusdo prévia com rituximabe continua
sendo obrigatdria 1 dia antes do tratamento >8,60

Os principais efeitos adversos decorrentes do uso do radiofdrmaco incluem
infeccOes (sobretudo bacterianas), reacOes alérgicas e trombocitopenia. Pode ocorrer
anemia, mas é menos importante do que a toxicidade hematoldgica (neutropenia e
trombocitopenia) que ocorre em 60% dos casos 3

No primeiro estudo clinico de fase lll publicado em 2002, os pesquisadores
demonstraram a superioridade do ibritumomabe-tiuxetan-"°Y em relacdo ao rituximabe em
pacientes com linfoma folicular ou LNH de células B transformado recidivos ou resistentes.
Setenta e trés pacientes receberam dose Unica de 0,4 mCi/kg de ibritumomabe-tiuxetan-"°Y
e 70 pacientes receberam tratamento com 375 mg/m? de rituximabe semanalmente por 4
semanas. A taxa de resposta global e remissdo completa para o grupo que recebeu
ibritumomabe-tiuxetan-"°Y foi 80% e 30% respectivamente contra 56% e 16% para o grupo
gue recebeu apenas rituximabe. Estimou-se uma resposta média de 14,2 meses para o
grupo que recebeu RIT contra 12,1 meses para o grupo que recebeu imunoterapia ol

Este mesmo grupo publicou mais recentemente (2015) um estudo clinico de fase
Il com 53 pacientes portadores de linfoma difuso de células B grandes. Este linfoma é o LNH
mais comum nos Estados Unidos e é potencialmente curavel. Os pacientes receberam 4 a 6
ciclos de CHOP com rituximabe seguido de RIT (0,4 mCi/kg). Os pacientes que apresentaram
nddulos positivos apds exame com FDG-'8F receberam radioterapia com 30 Gy 62,

A remissdao completa foi de 89%; destes pacientes, 89% alcancaram a remissao
completa sem a necessidade de radioterapia. Apdés acompanhamento de 5,9 anos, 4
pacientes tiveram progressao da doenga e morreram. Apds cinco anos, 78% continuam em
remissdo e 94% continuam vivos *.

Em 2014, Illidge e colaboradores demonstraram que bons resultados também
podem ser obtidos com doses fracionadas do radiofdrmaco. Setenta e quatro pacientes com
linfoma folicular avan¢ado, ndo tratado previamente, receberam 2 doses de 11,1 MBqg/kg de
ibritumomabe-tiuxetan-°Y e a reposta global foi de 95,8% com remissao completa de 69,4%.
A sobrevida livre de progressao foi de 40,2 meses 6,

A eficiencia do ibritumomabe-tiuxetan-°Y também foi avaliada em LNH
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agressivos juntamente com a utilizacdo de CHOP e radioterapia. Neste estudo, 46 pacientes
com linfoma de Burkitt, linfoma difuso de células B grandes e linfoma de células do manto
em estagio inicial receberam tratamento com CHOP, seguido de radioterapia dos linfonodos
acometidos e RIT (0,4 mCi/kg) para consolidagdo. Os pacientes foram acompanhados por 7,3
anos e a sobrevida livre de progressao e sobrevida global estimadas foram 75% e 82%
respectivamente para 7 anos *.

Recentemente, Koechli e colaboradores (2015), relataram a primeira
consolidacdo de remissdo em pacientes com linfoma de Burkitt. Foram avaliados 27
pacientes (tratados anteriormente com rituximabe), 22 receberam terapia sem a utilizacao
do ibritumomabe-tiuxetan-y e 5 receberam a RIT. Todos os pacientes foram
acompanhados por pelo menos 50 meses e durante toda a avaliagdo, nenhum dos 5
pacientes tratados com RIT sofreram recidivas e ndo houve 6ébitos. Ja no grupo sem RIT, 1

. . - . . 65
paciente apresentou recidiva e morreu apos seis meses .

3.6.2 Tositumomabe-"*'1 (Bexxar®)
O tositumomabe é um AcM murinico que se liga ao antigeno CD20. O

131

radioisotopo 7| é ligado diretamente a ele, sem a necessidade de uso de quelantes

. . . . 131
bifuncionais. Por ser beta e gama emissor, o

| pode ser usado para dosimetria e terapia.
A dose de tositumomabe-""| é calculada baseando-se no clareamento da radiacio do corpo
por intermédio de imagens de corpo inteiro feitas em gama - camaras ou SPECT. No primeiro
dia, os pacientes recebem pré-dose de tositumomabe nao radiomarcado, em seguida, 5 mCi

131 . , . ~ . .
1. Imediatamente apds a infusdo, realiza-se uma imagem de corpo

do tositumomabe-
inteiro para se obter a contagem de corpo inteiro do paciente. No segundo, quarto, sexto e
sétimo dia, novas imagens sdo realizadas e baseando-se no clareamento da radiacdo, o
médico calcula a dose terapéutica *.

Durante a infusdo do tositumomabe-"*!I, podem ocorrer reacdes adversas como
calafrios, febre, hipotensdao de leve a moderada. Sua principal toxicidade é hematoldgica,
induzindo a anemia, neutropenia e trombocitopenia prolongada. Cerca de 8% dos pacientes
podem desenvolver HAMA 31

O primeiro uso clinico do tositumomabe-"*'I foi reportado em 1993 e ele foi

aprovado para uso nos Estados Unidos em 2003. A indicacdo inclui o tratamento de
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pacientes com LNH folicular de baixo grau resistentes, LNH de células B transformadas e LNH

rituximabe-resistentes. Vinte e quatro horas antes da administracao de tositumomabe-"*"|, é
administrado ao paciente uma solucdo saturada de iodeto de potassio ou solucdo de Lugol
com o intuito de bloquear a captacgdo na tireoide e essa administracao é continuada por 14
dias ap6s a dose terapéutica °°.

O regime de tratamento consiste em duas etapas. Primeira: o paciente recebe
uma infusdo de 450 mg de tositumomabe frio seguido de 35 mg de tositumomabe
radiomarcado com 5 mCi de 1-131. Nesta primeira etapa sdo realizados os estudos
dosimétricos, para tanto, o paciente realiza trés imagens de corpo inteiro distribuidas nos
sete dias subsequentes a administragdao. Segunda: o paciente recebe uma infusdao de 450 mg
de tositumomabe frio seguido de 35 mg de tositumomabe radiomarcado com uma
guantidade de I-131 que forneca dose de radiagdao de corpo inteiro de 75 cGy %,

Em 2003, Press e colaboradores publicaram um estudo clinico de fase Il com
pacientes portadores de linfoma folicular avancado ndo tratado previamente &

Noventa pacientes receberam seis ciclos de CHOP com intervalos de 3 semanas,

. . . 131
em seguida, os pacientes receberam uma dose de tositumomabe- 3

I. A taxa de resposta
global foi de 90% e 67% dos pacientes apresentaram remissdo completa e 23%
apresentaram remissdo parcial. Apés um seguimento médio de 2,3 anos, a sobrevida global
e a taxa de sobrevida livre de progressao foram de 2 anos. Estes dados permitiram concluir
gue o novo tratamento aparentemente era promissor °’.

Fisher e colaboradores (2005) analisaram 5 ensaios clinicos realizados entre 1990
e 2011, totalizando 250 pacientes com linfoma folicular, LNH de baixo grau recidivo ou
resistente e LNH de baixo grau transformado previamente tratados. Estes pacientes

receberam uma Unica dose de tositumomabe-*

| e foram acompanhados por uma média de
5,3 anos. Nestes estudos, a taxa de resposta global foi de 47 - 68% e a remissao completa de
20 -38%. No 52 ano, a sobrevida livre de progressdo foi de 17% %8,

No mesmo ano, Kaminski e colaboradores publicaram um estudo em que o uso
de tositumomabe-""| foi realizado em 76 pacientes com linfoma folicular ndo tratado
(estdagio Il ou IV). Estes pacientes receberam dose Unica do radiofarmaco de acordo com o
regime de tratamento citado acima %,

A reposta global foi de 95%; 75% dos pacientes tiveram taxa de remissdo

completa e apenas 20% (15 pacientes) tiveram resposta parcial. Estimou-se que 77% dos
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pacientes com remissdao completa, permaneceram livres da doenga por 5 anos. Somente 4
pacientes apresentaram recidiva de ndédulos isolados apds 5 anos e estes focos foram
tratados com radioterapia. A resposta HAMA foi detectada em 48 pacientes e estes
anticorpos foram detectados até 5,5 meses apds a primeira dose diagndstica. De todos os
pacientes, 9 mortes ocorreram, mas sem associacao com o tratamento e foi possivel concluir
que a terapia utilizando tositumomabe-"*!I pode induzir uma remiss3o clinica e molecular
prolongada. .

Este mesmo grupo realizou outro estudo em que 32 pacientes recidivos que
foram previamente tratados com tositumomabe-"*!| foram retratados . Eles concluiram com

131 N .
| pode ser uma escolha terapéutica

o estudo, que o re-tratamento com tositumomabe-
potencialmente valiosa para pacientes que responderam previamente ao tratamento
podendo resultar em respostas duradouras, além de ser seguro e efetivo 8,

Um estudo clinico de fase Il publicado em 2012 avaliou a eficiéncia do uso de
tositumomabe-"*'| associado a ablacdo de medula dssea seguida de transplante autélogo ",

Neste estudo, 40 pacientes com linfoma difuso de células B previamente
tratados, receberam 75 cGy de tositumomabe-"3!| e doses altas de carmistina, etoposide,
citarabina e melfalano (BEAM) seguido de transplante. A toxicidade de longo prazo foi
similar ao histdrico de pacientes que receberam somente tratamento com BEAM. A taxa de
resposta global foi de 80% (32 pacientes) e a remissao completa foi de 78% (31 pacientes).
Os pacientes foram acompanhados por uma média de 6 anos; a sobrevida global foi de 72%
e a taxa de sobrevida livre de progressao foi de 70% o,

Com base nestes resultados, os autores planejaram um estudo clinico
randomizado de fase Ill comparando as terapias utilizando tositumomabe-"*'l + BEAM e
rituximabe + BEAM "%

Cento e treze pacientes, com linfoma difuso de células B previamente tratados,
receberam terapia com rituximabe juntamente com abla¢gdao de medula por BEAM seguida

131

de transplante e 111 pacientes receberam terapia com tositumomabe-—""| e BEAM seguida

de transplante. Ambos os grupos apresentaram sobrevida global e taxa de sobrevida livre de

131 ~
| nao

progressao de 2 anos e os pesquisadores concluiram que o uso de tositumomabe-
trouxe beneficios aos pacientes .
Outro estudo clinico de fase Il publicado em janeiro de 2013 comparou a

eficiéncia do tratamento CHOP e rituximabe com CHOP e tositumomabe-"*'| em pacientes
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com linfoma folicular avangado ndo tratado previamente 2,
Um grupo recebeu seis ciclos de CHOP com intervalos de 3 semanas e seis doses
de rituximabe (CHOP-R) enquanto outro grupo recebeu os mesmos seus ciclos de CHOP e

um regime terapéutico de tositumomabe-**!

| (CHOP-RIT). Apés um acompanhamento médio
de 4,9 anos, os pesquisadores encontraram uma sobrevida livre de doenca de 2 anos para os
dois grupos (76% CHOP-R e 80% CHOP-RIT) e taxa de sobrevida global também de 2 anos
para os dois grupos (97% CHOP-R e 93% CHOP-RIT) 2,

Em fevereiro 2014, apds a publicacao destes dois ultimos estudos clinicos a Glaxo
Smith Kline (GSK) suspendeu a producdo e venda do Bexxar® nos Estados Unidos e Canada
3. Na realidade, a empresa ja vinha discutindo a suspens3o devido a queda nas vendas e os
dois estudos apenas reforcaram a decisdo. O pico de uso/vendas do Bexxar foi em 2006 e
desde entdo as vendas vinham caindo 30% ao ano, tanto que somente 75 pacientes
utilizaram o medicamento em 2012 7.

Embora ndo existam estimativas publicadas para as vendas cumulativas da
droga, estima-se que entre 2.000 e 3.000 pacientes fizeram uso dela e considerando que o
produto era vendido a $ 32.400, calcula-se que as vendas possam ter chegado a $ 100

milhdes ’*.

3.7 OUTROS RADIOIMUNOCONJUGADOS EM DESENVOLVIMENTO

Como visto anteriormente, a RIT é uma alternativa terapéutica muito promissora
e embora ela tenha sido primariamente empregada em tumores linfaticos, muitos avancgos
tém sido feitos na RIT de tumores sélidos. O avanco nesta area é tamanho, que Tomblyn e
colaboradores (2013), chegaram a dizer que a RIT vive uma nova era de ouro 8 Em relacdo
aos tumores linfaticos, o avanco se da no desenvolvimento de AcM contra novos alvos, além
do CD20.

A seguir, destacam-se alguns dos novos radiofdarmacos para RIT e
radioimunodiagndstico (RID) em estudos pré-clinicos e/ou clinicos divididos por tipo de

cancer.
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3.7.1 Cancer de mama
Pertuzumabe-DTPA-"in

O pertuzumabe é um AcM humanizado que se liga aos receptores HER2
presentes no cancer de mama. Comercialmente ele é disponivel para imunoterapia de
cancer de mama HER2 positivo.

O radiofarmaco esta sendo desenvolvido para monitorar o decréscimo da
expressao de HER2 em pacientes que estdo fazendo tratamento com trastuzumabe, ou seja,
acompanhar a eficacia do tratamento. Como ele se liga aos dominios Il dos receptores HER2
e o trastuzumabe aos dominios IV, o trastuzumabe ndo interfere na ligacao do pertuzumabe.
Os estudos pré-clinicos foram concluidos com sucesso, e agora os autores iniciardo os

estudos clinicos de fase 1/11 ™7,

Pertuzumabe-DFO-*Zr

Além da radiomarcacdo com '*!In, o pertuzumabe vem sendo explorado como
um radiotracador para PET por meio da radiomarcacdo de emissores de pdsitron, com o
mesmo objetivo citado anteriormente.

Em um estudo realizado em 2014, Marquez e colaboradores, radiomarcaram o
pertuzumabe com 87r via guelante bifuncional DFO e realizaram estudos pré-clinicos em
animais implantados com tumor xenografico. O pertuzumabe—DFO—sgzr foi administrado aos
animais e a imagem foi realizada 7 dias depois. O radiofarmaco apresentou captacao de 47,5
+ 32,9% Al/g nos tumores HER2+ comparada a 9,5 + 1,7% Al/g de captacdo no tumor HER2
negativo. Além disso, eles observaram que a captacdo no tumor foi significativamente maior
em presenca de trastuzumabe ndo radiomarcado.

Eles concluiram que o radiofdrmaco é muito promissor para realizar o
acompanhamento ndo invasivo da diminuicdo da expressdao de HER2 em tumores tratados

77
com trastuzumabe *’.

Trastuzumabe-DOTA-""Lu
O trastuzumabe é um AcM humanizado que se liga aos receptores HER2
presentes no cancer de mama. Comercialmente ele é disponivel para imunoterapia de

cancer de mama HER2 positivo.
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Os estudos pré-clinicos do trastuzumabe-DOTA-*"’

Lu, foram muito promissores e
o radiofdarmaco apresentou alta pureza radioquimica, imunorreatividade e estabilidade

apropriadas, alta toxicidade as células HER2 positivas (cinco vezes mais em relacdo ao AcM

177 8,78,79

nao radiomarcado com ~'’Lu) e alta captagdo no tumor (xenografico) . Contudo, até a

presente data, ndo foram publicados estudos clinicos.

3.7.2 Cancer de préstata
huJ591-DOTA-""Lu

O J591 é um AcM humanizado que se liga com alta afinidade ao antigeno da
membrana especifica de préstata (PSMA). O PSMA é uma glicoproteina expressa em todos
os canceres de préstata e sua densidade aumenta progressivamente em cancer de préstata
de alto grau, metdstases e canceres hormonios-resistentes.

Bander e colaboradores (2005) realizaram estudos clinicos de fase | com 35
pacientes portadores de cancer de préstata andrdgeno-independente. Dezesseis destes
pacientes receberam 3 doses do radiofdrmaco. Quando os pacientes receberam 3 doses
entre 45 e 60 mCi/m? todos apresentaram mielotoxicidade, contudo, 3 doses consecutivas
de 30 mCi/m? mostraram-se segura. Nenhum paciente desenvolveu anticorpos anti-huJ591.

Mais de 50% dos pacientes apresentaram diminui¢ao dos niveis séricos de PSA
até 8 meses apds o tratamento e 16 pacientes (46%) tiveram indices de PSA estaveis por 60
dias em média.

O érgio critico para dosimetria foi o figado (7,8 * 2,2 cGy/mCi), seguido do baco
e rins. A dose de radiagao absorvida na medula dssea, com base na radioatividade presente

177

no sangue, foi de 1,2 + 0,4 cGy/mCi de ~"’Lu administrado.

Dos 35 pacientes, 30 (86%) tinham metdstases dsseas detectadas. Em todos eles,
houve captacdo do hul591-DOTA-"""Lu nas lesdes metastéticas. Um paciente ndo possuia

focos de metastases pré-conhecidos e teve focos identificados com o radiofarmaco .

3.7.3 Cancer colorretal
huA33-DTPA-"""Lu/* At e huA33-")
O A33 é um AcM humanizado (huA33) direcionado ao receptor A33 que é

altamente expresso (>95%) nas células de carcinoma colorretal, tanto no tumor primario
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guanto nas metastases. Nos estudos pré-clinicos, Almqvist e colaboradores (2006),

177

concluiram que o huA33-DTPA-"""Lu apresentou uma biodistribuicao favoravel com captacao

7 g 81
no tumor (xenografico) °".

177

Além de marcar o huA33 com ~*’Lu, os autores também realizaram estudo com o

211

AcM marcado com “"“At, um emissor alfa, demonstrando afinidade pelas células, taxa alta de

82 Contudo, desde 2006, ndo foram

internalizacdo e citotoxidade dose dependente
publicados novos pesquisas do huA33 radiomarcado com estes dois radioisétopos.
Outro grupo publicou recentemente (2014), um estudo clinico de fase | do huA33

. 131
radiomarcado com =

I. O estudo envolveu 19 pacientes com metdstases de cancer colorretal
mensuraveis (1 paciente retirou-se do estudo devido aos efeitos adversos). O radiofarmaco
apresentou excelente biodistribuicdo com ligacdo aos alvos jd conhecidos de tumor
(metdastase), captacdo transitéria ja esperada nos intestinos e baixissima (praticamente nula)
captacao nos tecidos sadios.

Dos 18 pacientes, 1 apresentou resposta parcial de 15,2 meses; 10 pacientes
apresentaram estabilizacdo da doenca, destes, 4 apresentaram reducdao do tamanho das
lesGes e 7 tiveram progressao da doenca. A média de sobrevida livre de progressao foi de 5
meses (variacdo de 1 a 48,6 meses).

Os autores concluiram que os resultados encontrados foram expressivos, com

beneficio clinico em 11 dos 18 pacientes (61%), e também sugeriram novos estudos com

177, 83
Lu ™.

radioisotopos terapéuticos diferentes como o u

3.7.4 Cancer de ovario
muHMFG1-DTPA-"°Y
O HMFG1 é um AcM murinico direcionada ao epitopo MUC1, um gene expresso
na superficie da maioria das células epiteliais secretoras. O MUC1 é um alvo atrativo, pois é
superexpresso em 90% dos adenocarcinomas incluindo cancer de ovdrio, mama e pancreas.
Verheijen e colaboradores (2006) realizaram um estudo clinico randomizado de
fase Ill com 447 pacientes com cancer ovariano epitelial 8,

Os pacientes foram divididos em dois grupos. No primeiro grupo, 224 mulheres

receberam intraperitoneamente dose Unica de mMuHMFG1-DTPA-°Y (666 MBg/m?)




Capitulo 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA

associado ao tratamento convencional; no segundo grupo 223 mulheres receberam apenas
o tratamento convencional.
Apds um segmento de 3,5 anos, os autores concluiram que a RIT ndo estendeu

significativamente o tempo de remissao ou de sobrevivéncia 8,

3.7.5 Linfoma nao - Hodgkin
Tetulomabe-DOTA-"""Lu (HH1-"’Lu)

O tetulomabe é um AcM anti-CD37. O antigeno CD37 é expresso em células B,
sobretudo em células B de LNH e leucemia linfocitica cronica. Este radiofarmaco esta sendo
desenvolvido para tratamento de pacientes que fizeram uso de rituximabe e
consequentemente desenvolveram resisténcia ou a expressao de CD20 nas células tumorais
ficou comprometida. O estudo estd em fase pré-clinica e mostrou bons resultados nos

estudos in vitro e in vivo * %,

Rituximabe-DOTA-%*Cu

Assim como o trastuzumabe e pertuzumabe, o uso de rituximabe também tem
sido explorado para radioimunodiagndstico com tecnologia PET.

Os primeiros estudos pré-clinicos realizados tiveram por objetivo determinar a
dosimetria do radiofdrmaco e extrapolar os dados para humanos. Para tanto, foi utilizado
camundongos transgénicos que expressam receptores CD20 humanos. O radiofarmaco
produzido apresentou pureza radioquimica e estabilidade altas e imunorreatividade acima
de 75%. A captacdo tumoral in vivo foi especifica demonstrada pelo baixo acimulo do
radiofdrmaco no tumor apds a administracao prévia de rituximabe frio 8,

A extrapolacdo da dosimetria para humanos indicou que quando uma pré-dose
de AcM frio é administrada, os 6rgdos que recebem maior dose sao as células osteogénicas,
o figado e a parede do coracdo respectivamente. J4 quando a pré-dose de AcM ndo é
administrada, os érgdos que recebem a maior dose sdo o baco, o figado e a parede do
coragao respectivamente 8,

Este mesmo grupo realizou a validagdao da produc¢ao do rituximabe-**Cu sob
condicOes de Boas Praticas de Fabricacdo. Foram produzidos trés lotes que atenderam aos

parametros de qualidade quimica, radioquimica, microbiolégica e biolégica. A




Capitulo 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA

imunorreatividade do imunoconjugado foi de 73% e a alta especificidade da ligagao in vivo
foi confirmada pela captagdo alta (em torno de 99% da dose injetada) no bago de

, 87
camundongos que expressam antigenos CD20 humanos .

Rituximabe-1I

... ;. . 131, - . . . p
O sucesso inicial do uso clinico do tositumomabe-"""I influenciou e intensificou as

B! tanto que existem dezenas de estudos

pesquisas pré-clinicas e clinicas do rituximabe-
disponiveis. Nesta secao, estdo descritos algumas dos estudos clinicos realizados com este
radiofarmaco que ainda ndo esta aprovado pelo FDA para comercializacdo.

A eficicia e seguranca da RIT com rituximabe-">"| foi avaliada em 24 pacientes
com linfoma de células B de baixo grau ou linfoma difuso de grandes células B. Como critério
de inclusdao no estudo, todos os pacientes apresentaram pelo menos uma lesao detectavel
por meio de exame de PET com FDG-'®F. Eles receberam dose unica média de 7,3 GBq de
rituximabe-"'1 e a resposta ao tratamento foi avaliada 1 més apds com novo exame de PET
com FDG-'°F %,

A taxa de resposta global foi de 29%. Remissdao parcial ou completa foi
encontrada em 46% dos pacientes com linfoma de células B de baixo grau ou linfoma difuso
e 1 paciente com linfoma de grandes células B apresentou remissao parcial. Apds 55 meses
de avaliagao, a sobrevida livre de progressao para todos os pacientes foi de 2,2 meses e a
média de sobrevida global foi de 11,3 meses 8,

Um estudo clinico multicéntrico de fase Il também demonstrou bons resultados
em pacientes com LNH recidivos ou resistentes. Noventa e um pacientes receberam dose de
375 mg/m? de rituximabe frio seguido de 200 MBq de rituximabe-"*'I para realizacio da
dosimetria. A dose terapéutica foi calculada individualmente para cada paciente a partir dos
dados da dosimetria; assim, cada paciente recebeu uma dose que fornecesse 0,75 Gy de
radia¢do absorvida no corpo inteiro.

A taxa de resposta global foi de 76% com 53% de remissdo completa ou remissao
completa ndo confirmada e a duracdo da remissao foi de 20 meses em média. A sobrevida
livre de progressao foi de 13 meses e apds acompanhamento de 23 meses, a taxa de
sobrevivéncia foi de 4 anos. A principal toxicidade observada foi hematoldgica, mas sem

gravidade 8,
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Para complementar os estudos clinicos, o mesmo grupo avaliou outros 76
pacientes, juntamente com 66 pacientes do estudo anterior, totalizando 142 pacientes. Os
pacientes receberam o mesmo protocolo de tratamento e a resposta ao tratamento foi
monitorada por PET com FDG-'®F trés meses apos o tratamento. A taxa de resposta global
foi de 68% (97 pacientes) com remissdao completa ou remissdo completa ndo confirmada de
50% (61 pacientes) »°. Estes resultados confirmaram a eficicia e seguranca do uso de

rituximabe-'3

| reportada anteriormente pelo grupo.

A eficdcia da administracao fracionada do radiofarmaco também foi avaliada em
18 pacientes. Estes pacientes foram divididos em quatro grupos, cada grupo recebeu duas
doses de rituximabe-"*!I que variou de 15 a 60 cGy cada dose. Antes da RIT, todos os
pacientes foram submetidos a imunoterapia com rituximabe frio por 4 semanas
consecutivas. A resposta terapéutica foi avaliada por exame clinico e tomografia
computadorizada por até 12 meses apds a RIT **.

A pré-terapia com rituximabe frio aumentou significativamente a meia vida
efetiva do radiofdrmaco em todos os grupos, mas nao comprometeu a eficacia clinica ou
aumentou a toxicidade da RIT. A taxa de resposta global foi de 94% com remissdao completa
de 50% e remissao parcial de 44%. Todas as doses foram bem toleradas e toxicidade dose-
limitante n3o foi observada .

Assim como realizado para o ibritumomabe-tiuxetan-"", pesquisadores

. . ~ , . . 131
avaliaram um protocolo envolvendo mieloablacdo de medula éssea com rituximabe-"""I

ou
guimioterapia. A atividade administrada de rituximabe-"!1 foi calculada individualmente
para cada paciente para fornecer dose de corpo inteiro de 21 - 27 Gy 2

Vinte e trés pacientes foram divididos em 3 grupos. Nove pacientes receberam
apenas RIT seguido de transplante autélogo de medula dssea; seis pacientes receberam RIT
associada com doses altas de quimioterapia, seguido de transplante de medula e oito
pacientes receberam RIT sozinha ou RIT associada a quimioterapia seguido de transplante.
Em seguida estes pacientes receberam uma segunda dose de quimioterapia mieloablasiva
seguido de um segundo transplante 2,

Apds um segmento médio de 9,5 anos, a taxa de resposta global foi de 87% com
64% de remissdao completa. A sobrevida livre de progressao e a sobrevida global foram de

47,5 meses e 101,5 meses respectivamente. Foi possivel concluir que a mieloablagdo com

RIT é factivel, bem tolerada, pois ndo causou toxicidade hematoldgica severa, e produz
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remissdao de longo prazo. Todavia, a associacao de RIT com doses altas de quimioterapia

aumenta significativamente a toxicidade hematoldgica 2,

Rituximabe-DOTA-""Lu

A superioridade do uso de Lu-177 na terapia de massas tumorais pequenas e
médias, como o LNH, foi confirmada por Audicio e colaboradores (2011) por intermédio de
simulacdo de Monte Carlo. Além disso, com nos estudos pré-clinicos, os autores obtiveram
um radiofarmaco com pureza radioquimica e afinidade altas pelo antigeno CD20. Os estudos
de biodistribuicdao permitiram observar que a principal via de eliminacdo foi hepatobiliar e
urinaria >>.

Em 2009, Forrer e colaboradores realizaram estudos pré-clinicos e dosimétricos

com o rituximabe-DOTA-*"’

Lu. O radiofarmaco apresentou bons resultados in vitro e
consideravel captacdo em focos tumorais de dois pacientes com LNH que foram utilizados
para realizar os estudos dosimétricos >*.

Mais recentemente, Kameswaran e colaboradores (2015), também obtiveram
resultados animadores em seus estudos pré-clinicos. Foi possivel obter um radiofarmaco
com pureza radioquimica e estabilidade altas. A captacdao tumoral em camundongos SCID,
implantados com células Raji, foi de 23,3% 72 horas apds a injegao .

Os primeiros estudos clinicos de fase | e Il foram publicados em 2012 e 2013. O
estudo foi realizado com 31 pacientes portadores de linfoma folicular e linfoma de células do
manto resistentes ou recidivos que fossem CD20 positivos. Estes pacientes foram divididos
em grupos que receberam doses diferentes do radiofarmaco. A dose mdaxima tolerada
encontrada foi de 45 mCi/m? limitada mormente pelo desenvolvimento de trombocitopenia
e leucopenia %

Surpreendentemente, conforme descrito pelos autores, respostas clinicas
ocorreram em todas as doses estudadas tanto nos pacientes com linfoma folicular como nos
pacientes com linfoma de células do manto. Um paciente com linfoma folicular e que
recebeu a menor dose (36 mCi), apresentou remissdo completa nos nédulos envolvendo o

intestino delgado e retroperitonio por até 105 meses. A taxa de resposta global foi de 82%

para os pacientes com linfoma folicular e 21% para os demais.
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Apds aproximadamente 9 anos, 11 dos 31 pacientes continuaram vivos e os

. PN . R T , 7
autores estimaram um tempo de sobrevivéncia média apds a RIT de 4 anos °.
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Neste capitulo apresenta-se o planejamento experimental deste trabalho.

4.1 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

O presente trabalho foi dividido em quatro grandes etapas que sdao abordadas
com detalhes nos capitulos 5,6 e 7.

Cada etapa contou com varios estudos que visaram responder a uma questado
investigativa. Ao final de cada etapa, chegaram-se as conclusées que permitiram seguir para
as demais etapas.

Os estudos realizados, seus indicadores e as questGes investigativas estdo
descritos nas TABELAS 3, 4,5 e 6.

Na primeira etapa do trabalho determinou-se o melhor método de conjugacdo e
a razdao molar ideal AcM:DOTA. Para tanto, conjugou-se o anticorpo em diferentes razdes

molares (1:10, 1:20, 1:50 e 1:100) radiomarcando-o posteriormente com *”’L

u.
A razdo molar escolhida foi aquela que promoveu a incorporacdo de certo
numero de grupamentos quelantes ao anticorpo, produzindo alta pureza radioquimica com

preservacao da imunorreatividade e da ligacdo especifica as células Raji.
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TABELA 3 - Estudos realizados, indicadores e questdes investigativas da primeira etapa do
trabalho.

QUESTAO

ETAPA ESTUDOS REALIZADOS INDICADOR INVESTIGATIVA

Variagao da razdao molar de

~ NG lant ica
conjugacio (1:10, 1:20, 1:50 e umero de quelantes Qual a condigdo de

,8 1:100) acoplados ao AcM conjugacdo que
(S J . ~
© . . & = p promove a formacao
oo Ligacdo especifica as células % Ligacdo especifica . .
=] . ~ . : de imunoconjugado
‘= _Imunorreatividade Fracao imunorreativa com
S . o % Pureza . .

Radiomarca¢do do AcM . imunorreatividade
L . . N radioquimica e .
g conjugado em diferentes razdes estabilidade da preservada e alta % de
) molares (1:10, 1:20, 1:50 e 1:100) ] N pureza radioquimica?
'g radiomarcacao
o % de
(7] .

- . . . . ual a validade do

w Estabilidade do imunoconjugado imunoconjugado Q

, imunoconjugado?
integro

O objetivo da segunda etapa foi aperfeicoar as condicdes de radiomarcacdo do
anticorpo conjugado nas condicdes aperfeicoadas na primeira etapa. Foram avaliadas

Y7Lu. A melhor condicao foi

diferentes atividades especificas utilizando atividade baixa de
extrapolada para uma situacdo de radiomarcagao para uso em terapia utilizando atividade
alta de "’Lu.

Para as marcagdes realizadas com atividade alta, estudou-se a estabilidade do
radiomarcado com e sem utilizagdo de agentes estabilizantes e em diferentes condi¢des de
armazenamento, bem como a estabilidade em plasma in vitro.

Nesta etapa também foram realizados estudos in vitro, tais como, ligacao as

proteinas plasmaticas, imunorreatividade do radioimunoconjugado radiomarcado com alta

atividade especifica e a influéncia da atividade especifica na ligacao as células tumorais.
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TABELA 4 - Estudos realizados, indicadores e questdes investigativas da segunda etapa do
trabalho.

QUESTAO

ETAPA ESTUDOS REALIZADOS INDICADOR INVESTIGATIVA

Variacdo da massa de
imunoconjugado na
radiomarcac¢ao

% Pureza

radioquimica L.
Qual a maxima

177

Variagao da atividade de “""Luna % Pureza atividade especifica
radiomarcacao radioquimica gue ndo compromete
Imunorreatividade Fracdo imunorreativa a estabilidade e a
Ligacdo as células do imunorreatividade do
imunoconjugado radiomarcado radioimunoconjugado?

% Ligacdo especifica
com diferentes atividades o Hgac P

especificas

Estudos de radiomarcagao

Radiomarcacdo em diferentes % Pureza Qual a condicdo de

condicdes radioquimica radiomarcacdo que

Estabilidade do o fornece maior pureza
% Pureza

radioquimica e maior
estabilidade?

radioimunoconjugado com e sem

s radioquimica
estabilizantes

Na terceira etapa do trabalho realizaram-se os estudos in vivo a fim de
caracterizar a farmacocinética do radiofarmaco, sua estabilidade in vivo, biodistribuicdo em

camundongos sadios e implantados com tumor.
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TABELA 5 - Estudos realizados, indicadores e questdes investigativas da terceira etapa do
trabalho.

QUESTAO
ETAPA ESTUDOS REALIZAD INDICADOR
UL o 2 INVESTIGATIVA
Biodistribuicdo em % de captacdo nos ) ,
. f o O imunoconjugado
camundongos sadios 6rgaos .
L - radiomarcado com
o Farmacocinética em Parametros .
s . s alta atividade
Ita atividad
= camundongos sadios farmacocinéticos e
> — especifica preserva
< Biodistribuicdo em N .
= . % de captagao no suas caracteristicas in
n camundongos implantados com . .
o tumor vivo e se liga o tumor?
'g tumor
e Qual o tempo de
Ll

Captacdo de corpo inteiro

% captacao no corpo
inteiro

residéncia do
radioimunoconjugado
no organismo?

O objetivo da quarta etapa foi liofilizar o imunoconjugado, formulado nas

condi¢cdes estabelecidas como ideais para radiomarcacdo, buscando parametros de

liofilizacdo

que preservassem d

integridade

estrutural,

imunorreatividade do

imunoconjugado e pureza radioquimica quando radiomarcado com alta atividade de *"’Lu.

TABELA 6 - Estudos realizados, indicadores e questdes investigativas da quarta etapa do

trabalho.
QUESTAO

ETAPA ESTUDOS REALIZADOS INDICADOR INVESTIGATIVA

Diferentes formulac¢des do % de

imunoconjugado e diferentes imunoconjugado

rotocolos de liofilizagdo integro
P £ ° g Qual o efeito da
% de e
Eletroforese em gel de . . liofilizagao sobre a
e imunoconjugado . )
poliacrilamida integro integridade estrutural,
Eficiéncia de radiomarcacao do % Pureza imunorreatividade,

Estudos de liofilizagao

liofilizado

radioquimica

rendimento de

Imunorreatividade

Fragdo imunorreativa

radiomarcacdo e

Estabilidade do radiomarcado

% Pureza

radioquimica e
estabilidade da
radiomarcacao

estabilidade do
imunoconjugado?
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Neste capitulo apresentam-se os objetivos especificos, materiais, métodos,
resultados, discussdes e conclusGes referentes aos estudos de conjugacao e radiomarcacgao

gue constituiram a primeira e segunda etapa do trabalho.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos desta etapa do trabalho foram:

v/ Conjugar o rituximabe ao DOTA-NHS-éster utilizando diferentes razdes molares
AcM:DOTA e avaliar a influéncia na pureza radioquimica e imunorreatividade;

v' Analisar a estabilidade do imunoconjugado quando armazenado a 2 - 8 °C;

v/ Analisar a estabilidade do radioimunoconjugado em diferentes condicbes de
armazenamento;

v' Analisar a estabilidade do radioimunoconjugado em soro humano;

v’ Determinar a porcentagem de ligacdo do radioimunoconjugado as células do plasma.

5.2 MATERIAIS

5.2.1 Infraestrutura

Os ensaios foram realizados nos laboratdrios de Pesquisa e Desenvolvimento do
Centro de Radiofarmicia, no laboratério de Cultivo Celular do Centro de Biotecnologia e no
Biotério, sendo todas as dependéncias sitiadas na area do IPEN. Esses laboratdrios
forneceram toda a infraestrutura necessdria para a manipulacdo de materiais radioativos,

células e animais, respectivamente.
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5.2.2 Reagentes
Os principais reagentes utilizados nesta etapa do trabalho foram:
v Anticorpo monoclonal anti-CD20 - Rituximabe - (Mabthera®) (Roche, Brasil);
v" DOTA-NHS-éster (acido 1,4,7,10-tetraazociclododecano -1,4,7,10-4cido mono tetracetico-
N-hidroxilsuccinamida); (Macrocyclics, EUA);
v Cloreto de lutécio-177 (IDB, Holanda);
v’ Acetato de aménio (Merck, Alemanha);
v’ Acetato de sédio trihidratado 99,5% (Sigma Aldrich, EUA);
v" Acido acético glacial 100% (Merck, Alemanha);
v" Acido L-ascérbico (Sigma Aldrich, EUA);
v" Acido gentisico (Sigma Aldrich, EUA);
v Acrilamida (Merck, Alemanha);
v" Agua purificada - Purificador Milli-RX 45 (Millipore, EUA);
v’ Arsenazo Il (Sigma Aldrich, EUA);
v Azida sddica (Merck, Alemanha);
v Azul de bromofenol (Merck, Alemanha);
v’ Bicarbonato de sddio (Merck, Alemanha);
v Bisacrilamida (Merck, Alemanha);
v’ Citrato de sédio (Merck, Alemanha);
Cloreto de sddio (Merck, Alemanha);
Corante Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma Aldrich, EUA);
Dodecil sulfato de sddio (SDS) (GE Healthcare, Reino Unido);
EDTA (Merck, Alemanha);
Etanol (Merck, Alemanha);
Fosfato de sédio dibasico (Merck, Alemanha);
Fosfato de sédio monobasico hidratado (Merck, Alemanha);
Gentamicina para uso celular (Sigma Aldrich, EUA);
Glicina (Sigma Aldrich, EUA);
Glicerol (Merck, Alemanha);
Hidroxido de sédio lentilhas (Merck, Alemanha);

Manitol (Merck, Alemanha);

A N N NN Y N U N N N NN

Meio de cultura RPMI 1640 (Cultilab, Brasil);
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v" Metanol (Merck, Alemanha);

v’ Padr3o de chumbo (Merck, Alemanha);

v’ Padrdo de peso molecular (Promega, EUA);

v’ Penicilina: estreptomicina (Cultibab, Brasil);

v’ Persulfato de aménio (Merck, Alemanha);

v Resina Chelex 100 (BioRad, EUA);

v’ Sacarose (Merck, Alemanha);

v’ Soro fetal bovino (Cultilab, Brasil);

v" TEMED (N,N,N,N-tetrametil etilenodiamina) (USB);
v’ Tris base ((Sigma Aldrich, EUA);

v’ Anestésico para uso animal cloridrato de quetamina - Dopalen® (Ceva, Brasil);

v’ Relaxante muscular para uso animal cloridrato de xilasina - Ansedan® (Vetbrands, Brasil).

5.2.3 Equipamentos, materiais e sistemas
Os principais equipamentos, materiais e sistemas utilizados nesta etapa do
trabalho foram:
v’ Agitador/aquecedor Thermomixer Comfort 1,5 mL (Eppendorf, EUA);
v’ Balanca analitica (Mettler Toledo, EUA);
v’ Calibrador de atividade CRM™- 35R (Capintec, EUA);
v' Camara hemocitométrica de Neubauer (HBG, Alemanha);
v’ Centrifuga refrigerada Mikro 220 (Hettich, Alemanha);
v’ Cartucho de pré-coluna SEC-S 3000 - 4 x 3,0 mm (Phenomenex, EUA);
v’ Contador automatico tipo poco com cristal Nal (Tl) - D5002 cobra Il (Packard-Camberra,
EUA);
v’ Coluna BioSep SEC-S 3000 para cromatografia liquida de alta eficiéncia - 300 x 7,8 mm, 5
um (Phenomenex, EUA);

v’ Coluna Protein-Pak™

300SW para cromatografia liquida de alta eficiéncia - 300 x 7,5 mm,
5 um (Waters, Jap3ao);

v’ Coluna Sephadex G25 — PD-10 (GE Healthcare, Reino Unido);

v Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia, modelo 1260 Infinity, composto por sistema

modulado constituido por bomba G1311B (1260 Quant Pump), injetor automatico de
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amostras G1329B (1260 ALS), detector UV G4212B (1260 DAD) e forno G1316A (1260 TCC)
(Agilent Technologies, EUA);

v’ Detector radioativo (cAmara de cintilacdo — Nal) do sistema CLAE (Agilent), modelo 2x2"
Pinhole, acoplado a interface de processamento, modelo Gabi Star (Raytest, Alemanha);

v’ Detector radioativo (cAmara de cintilagdo — Nal) do sistema CLAE (Shimadzu) - Shell Jr.
1000/2000 (Shell, EUA);

v" Dispositivo de ultrafiltracdo (Amicon® Ultra) 10.000 MWCO (Millipore, EUA);

v’ Espectrofotémetro Evolution 160 (Thermo Scientific, EUA);

v’ Fonte de alta tens3o para eletroforese EPS 600 (GE Healthcare, Reuni Unido);

v GraphPad Prism 5.00° (GraphPad Software, Inc., USA);

v' Medidor de pH (Mettler Toledo, EUA);

v’ Suporte cromatografico de silica gel 60 em placa de alumina (TLC-SG) (Merck, Alemanha);
v Material plastico descartavel em geral, tais como ponteiras, seringas, tubos cdnicos com
tampa para reacdo tipo eppendorf, tubos conicos tipo Falcon, criotubos e placas de cultura;
v’ Pipetas automaticas (Brand, Alemanha; Socorex, Suica e Eppendorf, EUA);

v’ Vidraria em geral, tais como béqueres, erlemeyers, baldes volumétricos e provetas.

5.2.4 Células Raji de linfoma de Burkitt humano

As células Raji, derivadas de linfoma de Burkitt humano, foram adquiridas do
Banco de Células do Rio de Janeiro e cultivadas no Centro de Biotecnologia, a 37 °C e 5% de
CO, em meio de cultura RPMI 1640 enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB) e
contendo penicilina (100.000 unidades/L), estreptomicina (100 mg/L) e gentamicina (40
mg/L).

5.3 METODOS
5.3.1 Fluxograma da metodologia

O desenvolvimento do radioimunoconjugado envolveu muitas etapas e contou
com diversas metodologias. Com o intuito de fornecer ao leitor uma visao ampla das etapas
gue envolveram a primeira e segunda etapa deste trabalho, apresentam-se nas FIGURAS 3 e

4 os fluxogramas descrevendo a sequéncia légica da obtencdo do radioimunoconjugado.
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FIGURA 3 - Fluxograma dos métodos empregados no desenvolvimento do imunoconjugado.
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5.3.2 Desenvolvimento do imunoconjugado

5.3.2.1 Troca de tampdo do anti-CD20

Antes de quaisquer ensaios, o anticorpo monoclonal (AcM) foi submetido a
ultrafiltracdo para a retirada de estabilizantes e conservantes presentes na formulagdo do
AcM (cloreto de sddio, citrato de sddio e polisorbato 80), além de promover a troca do
tamp3o .

Foi utilizado um dispositivo de ultrafiltracdo de proteinas (Amicon Ultra 15° -
Millipore) com especificacdo do poro da membrana de 10.000 Da.

Adicionou-se 10 mg (1 mL) de AcM na parte superior do tubo e o volume foi
completado para 20 mL com tampdo de conjugacdo (tampao fosfato de sédio 0,2 M pH 8,5).
O tubo foi centrifugado a 3000 g por 30 minutos sob refrigeracdo (7 °C). Apds a
centrifugacdo, o volume foi novamente completado para 20 mL com o mesmo tampdo e o
tubo foi novamente centrifugado. Segundo o fabricante dos tubos, sdo necessdrias trés
centrifugacdes para a troca total do tampao.

Em seguida, o AcM foi concentrado até aproximadamente 10 mg/mL. Para isso, o
tubo foi submetido a centrifugacdo sob as mesmas condi¢bes, sem adicionar tampado, pelo
nimero de vezes necessario para se obter a concentracdo desejada (10 mg/mL). A amostra
foi entdo retirada da parte superior do tubo e utilizada no processo de conjugagao.

A concentracdo do anticorpo foi estimada analisando-se o anticorpo em
espectrofotémetro a 280 nm e dividindo-se a absorbancia pelo coeficiente de extingado (1,49)
96.

Todas as solugGes utilizadas na purificacdo, conjugacdo e radiomarcacdo, foram
preparadas com agua purificada por equipamento de osmose reversa e tratada com resina

trocadora de ions (Chelex 100) para remocdo de ions metadlicos.

5.3.2.2 Conjugacao do anti-CD20 ao DOTA

A) Método 1 (conjugagdo padrdo)

4,51, 52,97-99

O método padrao de conjugacdo foi adaptado da literatura . Assim, um

volume equivalente a 10 mg de AcM purificado, foi adicionado ao DOTA-NHS-éster em
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diferentes raz6es molares anticorpo : DOTA (1:10, 1:20, 1:50 e 1:100). Quando necessario, o
pH da reacgdo foi ajustado para 8,5 com auxilio de tampao fosfato de sédio 0,2 M pH 8,5. A
mistura permaneceu 1 hora sob agitacdo (500 rpm) em temperatura ambiente e depois foi
mantida durante toda a noite em geladeira (2-8 °C).

Ao longo do texto, caso ndo seja mencionada diferenciacdo entre o Método 1 e

2, deve-se considerar que a conjugacao foi realizada pelo Método 1.

B) Método 2

Um volume equivalente a 10 mg de AcM purificado, foi adicionado ao DOTA-
NHS-éster na razdo molar anticorpo : DOTA de 1:50. Quando necessario, o pH da reacdo foi
ajustado para 8,5 com auxilio de tampado fosfato de sédio 0,2 M pH 8,5. A mistura

permaneceu sob agitacao (500 rpm) por 2 horas a 37 °C.

5.3.2.3 Purificagao do imunoconjugado

O processo de conjugacdo é realizado com excesso molar de quelante e este
precisa ser retirado para ndo interferir na radiomarcacdo. Decorrido o tempo de conjugacdo,
o imunoconjugado (anti-CD20-DOTA) foi purificado por coluna de exclusdao molecular (PD-
10).

A coluna foi equilibrada com 50 mL de tampao acetato de sddio 0,4 M pH 7,0 ou
tampao acetato de amoénio 0,25 M pH 6,5. O volume do imunoconjugado foi ajustado para
2,5 mL, adicionado no topo da coluna e eluido com o mesmo tampdo utilizado para
equilibrar a coluna. Dez amostras de 1 mL foram coletadas e as absorbancias das amostras
foram analisadas em um espectrofotobmetro em comprimento de onda de 280 nm. Além
deste controle em espectrofotémetro, as dez fragdes foram analisadas por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) a fim de identificar quais fragcdes continham o
imunoconjugado. Para tanto, 20 uL de cada fracdo foram analisadas em um sistema Agilent
equipado com detector UV 190 — 300 nm e coluna de exclusdao molecular Protein-Pak 300
SW (Waters, 300 x 7,5, 5 um). O fluxo empregado foi de 1 mL/min utilizando como fase
movel tampao fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0 por 15 minutos.

As fragbes que continham o imunoconjugado foram misturadas e

posteriormente concentradas (item 5.3.2.4).
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5.3.2.4 Concentracao do imunoconjugado

O procedimento de concentragao foi semelhante ao descrito no item 5.3.2.1,
exceto que ndo foi adicionado tampdo ao final de cada ciclo de centrifugacdo. O
imunoconjugado foi concentrado até aproximadamente 10 mg/mL e utilizado para os

demais experimentos %8,

5.3.2.5 Calculo da concentragdo proteica do imunoconjugado

Uma curva de calibragao foi construida com o AcM ndo conjugado utilizando-se
diluicdo seriada, obtendo-se concentracdes entre 1 e 10 mg/mL. Vinte microlitros de cada
solucdo foram analisados por exclusdo molecular utilizando-se a técnica de CLAE. Foi
utilizado um sistema Agilent equipado com coluna de Protein-Pak 300 SW (Waters, 300 x
7,5, 5 um). As absorbancias das amostras foram analisadas em no comprimento de onda de
280 nm. O fluxo empregado foi de 1 mL/min utilizando como fase mével tampao fosfato de
sédio 0,1 M pH 7,0 por 15 minutos.

A curva foi construida relacionando-se a concentracao do anticorpo com a darea
sob a curva do pico correspondente. Com a curva calculou-se, a equac¢do da reta e com ela a
concentracdo do imunoconjugado, a partir da determinacdo da area sob a curva do pico da

solucdo amostra.

5.3.2.6 Determinagao do numero de quelantes por anticorpo

A) Método de cromatografia liquida de alta eficiéncia

Uma curva de calibracdo foi construida com o DOTA-NHS-éster por meio de
diluicdo seriada, obtendo-se concentragdes entre 53,91 e 6.900 nmol/mL.

As solucbes foram analisadas por exclusdao molecular utilizando-se a técnica de
CLAE como descrito anteriormente no item 5.3.2.5.

A curva foi construida relacionando-se a concentracdo do anticorpo com a darea
sob a curva do pico correspondente. Com a curva calculou-se, a equacao da reta e com ela a
concentra¢do do imunoconjugado, a partir da determinac¢do da area sob a curva do pico da

solugdo amostra.
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A concentracdo de DOTA foi determinada em dois momentos: (1) antes da
conjugacao, imediatamente apds a mistura do DOTA com o AcM e (2) apds a conjugagdo e
antes da purificacdo. Desta forma, o numero de quelantes por anticorpo foi calculado com o

auxilio da seguinte equacao:

DOTA inc.= DOTA a.conj.—DOTA d. conj. EQ. 5.1
Onde:
DOTA inc. = Quantidade de DOTA incorporado apds a conjuga¢ao em nmol.
DOTA a. conj. = Quantidade de DOTA antes da conjugagao em nmol.

DOTA d. conj. = Quantidade de DOTA depois da conjugagdao em nmol.

O valor encontrado foi entdo dividido por 69 nmol, que é a molaridade de AcM
presente em cada conjugacdo de 10 mg. Desta forma, obteve-se o niumero de quelantes

incorporados ao anticorpo.

B) Método espectrofotométrico

O método utilizado foi adaptado do método proposto por Dadachova e
colaboradores (1999) . Uma solucdo estoque de Pb(Il)-AA(lll) (chumbo-arsenazo) em
tampdo acetato de amonio 0,15 M pH 7,0 foi preparada contendo 10 uM de AAIll (Arsenazo)
e 5 uM de Pb(ll), e mantida em frasco ambar sob refrigeracao.

Uma curva padrdo foi construida a partir de uma soluc¢do de 2 mg/mL de DOTA-
NHS-éster. Desta forma, 0 - 25 pL de DOTA-NHS-éster foram adicionados a 850 uL de solucdo
de Pb(I1)-AA(lll), 125 - 150 pL de tampdo acetato de amonio 0,15 M pH 7,0 e 50 uL de
solucdo de NaCl 1 mg/mL, de forma a obter um volume final de 1.050 pL. Deixou-se reagir
por 20 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

Apdés o tempo de reacdo, as amostras foram analisadas em um
espectrofotbmetro em comprimento de onda de 590 nm. O mesmo procedimento foi
realizado para as amostras do anticorpo conjugado: adicionando-se 50 pL de cada amostra a
100 pL de tampdo acetato de aménio 0,15 M pH 7,0 seguido de 50 pL de solucdo de NaCl 1
mg/mL e 850 pL de solucdo de Pb(l1)-AA(lIl).

A concentracao de quelante presente na amostra foi calculada mediante da

equacao da reta obtida por meio da curva de calibragdao. O valor encontrado foi dividido pela
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massa de AcM presente na amostra e desta forma obteve-se o numero de quelantes por

anticorpo.

C) Método radioativo
Ao término da imunoconjugacao e antes da purificacdo, duas aliquotas de 10 pL

177
LuCls; e o

foram retiradas da mistura de reacdo. Adicionou-se a elas 1,85 MBq (50 uCi) de
volume foi completado para 200 pL com tampao acetato de amoénio 0,25 M pH 6,5. A reacao
ocorreu sob agitacdo leve (350 rpm) por 1 hora a 43 °C.

As amostras foram analisadas por cromatografia em camada delgada (ITLC-SG),
utilizando-se tampdo acetato de sddio 0,1 M pH 5,0 como fase moével. A fracdo de

177

radioatividade na origem da fita (anti-CD20-DOTA-"""Lu) foi multiplicada pela razdo molar

utilizada na conjugacao para calcular o nimero de quelantes acoplados ao anticorpo.

5.3.2.7 Analise da integridade estrutural do imunoconjugado por eletroforese em gel de
poliacrilamida
O anticorpo conjugado na razdao molar 1:50 utilizando-se os dois métodos de
conjugacao, foi analisado por eletroforese de acordo com o método descrito por Laemmli
(1970)*°*. 0 gel de empilhamento foi preparado com 5% de acrilamida/bisacrilamida e o gel
de resolugdo com 10% de acrilamida/bisacrilamida.
As amostras foram diluidas em tampdo de amostra redutor (glicerol, SDS 10%,
Tris 1 M, pH 6,8, beta-mercaptoetanol e azul de bromofenol) (1:1 v/v) e aquecidos a 90 °C
por aproximadamente 5 segundos. Posteriormente, foram adicionadas 10 pg destas
solucdes em cada poco do gel e o conjunto foi submetido a eletroforese sob voltagem de 35

V por 11 horas. O gel foi corado com Coomassie brilliant blue G 250.
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5.3.2.8 Andlise da estabilidade do imunoconjugado

A estabilidade da conjugacdao (método 1 e 2 de conjugacdo) foi analisada
armazenando-se o imunoconjugado, ja purificado, por até 10 meses a 2-8 °C. Ao final de
cada tempo, as amostras de imunoconjugado foram analisadas por exclusdao molecular
utilizando-se a técnica de CLAE, a fim de se avaliar a integridade proteica, o possivel
desacoplamento do quelante e a formacdo de agregados. A metodologia de analise por CLAE
esta descrita no item 5.3.2.5.

Foram avaliados também o pH, a aparéncia (limpido e incolor) e a presenca de

particulas visiveis nos imunoconjugados em todos os tempos estudados.

5.3.3 Desenvolvimento do radioimunoconjugado

5.3.3.1 Andlise da pureza radioquimica

A pureza radioquimica de um radiofarmaco é definida como a porcentagem do
total da radioatividade que se encontra na forma quimica desejada, ou seja, a porcentagem
de anti-CD20-DOTA-'""Lu (radioimunoconjugado) . Para determinar a pureza radioquimica

do radioimunoconjugado, foram utilizados dois métodos, a saber:

A) Cromatografia em camada delgada (CCD)

A CCD foi realizada aplicando-se uma aliquota da mistura de radiomarcacdo
sobre as fitas de silica gel 60 (ITLC-SG ou TLC-SG) (1,0 x 10 cm) e procedeu-se a
cromatografia utilizando como fase mével tampao citrato:acido citrico 0,1 M pH 5,0. Neste
sistema, o anticorpo radiomarcado permanece na origem da fita (Rf 0,0 — 0,1) ao passo que

as impurezas (*’Lu*" e DOTA-'""Lu), migram com a frente do solvente (R¢ 0,7 — 1)"® **2,

B) Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A CLAE foi utilizada para determinar a pureza radioquimica do
radioimunoconjugado e avaliar a estabilidade das marca¢cdes. Procederam-se as
cromatografias por exclusdo molecular em um sistema Agilent equipado com detector UV
190 — 300 nm, coluna de exclusdao molecular Protein-Pak 300 SW (Waters, 300 x 7,5, 5 um) e

detector de radiagdo gama (Raytest). O fluxo empregado foi de 1 mL/min utilizando como



Capitulo s g5
ESTUDOS DE CONJUGACZ\O E RADIOMARCACAO

fase mével tampao fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0 por 15 minutos.

5.3.3.2 Aperfeicoamento do método de radiomarcag¢dao do imunoconjugado com lutécio-
177
A condicdo padrao de radiomarcacdo foi adaptada de trabalhos anteriormente

12, 103

publicados . Desta forma, a reacdo de radiomarcacdo ocorreu por 1 hora a 43 °C e

agitacdo de 350 rpm em tampao acetato de sédio 0,4 M pH 5,5-6,0 e volume final de 200 pL.

177

A) Estudo da relagdo atividade de ~"’Lu / massa de imunoconjugado (atividade especifica)

Este estudo foi realizado com baixa atividade de >’

Lu com o intuito de, uma vez
definida a melhor atividade especifica, realizar a extrapolagdo para altas atividades.

Para tanto, adicionou-se 18,5 - 185 MBq (0,5 - 5 mCi) de Y71 ucls, diluido em HCI
0,05 M, a diferentes massas (0,1 - 1 mg) de imunoconjugado (conjugado pelo método 1 na
razdao molar 1:50). A reacdo de radiomarcacdo ocorreu na condi¢do padrdo anteriormente
citada. A pureza radioquimica foi determinada por cromatografia em camada delgada. As
marcacOes foram armazenadas sob refrigeracdo (2 - 8 °C), sem adicdo de conservantes, por
até 72 horas. Ao fim de intervalos de tempo especificos, uma aliquota foi recolhida e

submetida a controle de pureza radioquimica por CCD, como descrito no item 5.3.3.1 A. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

B) Estudo das condigées de radiomarca¢do

Foram avaliados trés diferentes parametros de radiomarcacdo: tempo,
temperatura e pH. Sempre quando um parametro de radiomarcacdo foi alterado, os demais
permaneceram conforme descrito na condi¢do padrao de radiomarcacao.

Desta forma, adicionou-se 148 MBq (4 mCi) de Y71 uCl; diluido em HCI 0,05 M, a
0,2 mg de imunoconjugado (conjugado pelo método 1 na razdo molar 1:50) e o volume foi
ajustado para 200 pL com tampdo acetato de sédio 0,4 M pH 5,5 ou 7,0. Incubou-se a
mistura por diferentes tempos (30 minutos a 2 horas) a 43 °C ou 50 °C e agitacdo de 350
rpm. A pureza radioquimica foi determinada por CCD, conforme descrito no item 5.3.3.1 A.

Os experimentos foram realizados em triplicata.
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5.3.3.3 Estudos de radiomarcagao com alta atividade de lutécio-177
A) Estudo da influéncia do volume de radiomarcagdo na pureza radioquimica

177
Lu encontrada nos

A melhor relagdo massa de imunoconjugado/ atividade de
estudos anteriores (0,2 mg / 4 mCi; 740 MBg/mg) foi extrapolada a uma atividade ideal para
tratamento proposta por Forrer e colaboradores’. Assim, 2 mg de imunoconjugado
(conjugado pelo método 1 na razdo molar 1:50), foram radiomarcados com 1.480 MBq (40
mCi) de *"’LuCl; (740 MBg/mg). O volume final foi ajustado para 0,5 mL ou 1 mL com
tampao acetato de sdédio 0,4 M pH 5,5 e a reacdo ocorreu por 1 hora a 43 °C com agitacao

de 500 rpm. A pureza radioquimica foi determinada por CCD, como descrito no item 5.3.3.1

A. Os experimentos foram realizados, no minimo, em triplicata.

B) Estudo da influéncia da massa de imunoconjugado na pureza radioquimica

Adicionou-se 1.480 MBq (40 mCi) de *"’LuCl; diluido em HCl 0,05 M, a 2 ou 5 mg
de imunoconjugado (conjugado pelo método 1 na razdo molar 1:50) e o volume foi
ajustado para 1 mL com tampao acetato de sddio 0,4 M pH 5,5. Incubou-se a mistura por 1
hora a 43 °C e agita¢do de 500 rpom. A pureza radioquimica foi determinada por CCD, como

descrito no item 5.3.3.1 A. Os experimentos foram realizados, no minimo, em triplicata.

C) Estudo da influéncia do tampdo e pH na radiomarcagdo na pureza radioquimica
Adicionou-se 1.480 MBq (40 mCi) de Y771 uCls, diluido em HCI 0,05 M, a 2 mg de
imunoconjugado (conjugado pelo método 1 na razdo molar 1:50). O volume foi ajustado
para 1 mL com tampao acetato de sédio 0,4 M pH 5,5, ou tampao acetato de amoénio 0,25 M
pH 5,5; 6,0 ou 6,5. Incubou-se a mistura por 1 hora a 43 °C e agitacdo de 500 rom A pureza
radioquimica foi determinada por CCD e/ou CLAE como descrito no item 5.3.3.1 A. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

5.3.3.4 Purificagio do anti-CD20-DOTA-"’Lu em coluna PD-10

Quando necessario, o anti-CD20-DOTA-'""Lu foi purificado em coluna de exclusao
molecular (PD-10).

O produto foi adicionado no topo da coluna e eluido com solucdo de NaCl 0,9 %.

Dez fracbes de 1 mL foram coletadas e analisadas em um calibrador de atividade ajustado
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para o radioisotopo “"'Lu. Os tubos correspondentes ao anticorpo radiomarcado foram

submetidos a controle de qualidade por CCD para verificar a pureza radioquimica

5.3.3.5 Avaliagao da estabilidade do anti-CD20-DOTA-'""Lu
A) Estudo do efeito de agentes estabilizantes
Adicionou-se 1.480 MBq (40 mCi) de *’LuCls, diluido em HCI 0,05 M, a 2 mg de
imunoconjugado (conjugado pelo método 1 na razdo molar 1:50). O volume foi ajustado
para 1 mL com tampao acetato de sédio 0,4 M pH 5,5. Incubou-se a mistura por 1 hora a 43
°C e agitacdo de 500 rpm. Apds a radiomarcacdo, o anticorpo foi diluido com 3 mL de
solucdo de NaCl 0,9% (volume final de 4 mL) contendo como agente estabilizante acido
ascérbico (10 mg/mL) ou acido gentisico (10 mg/mL) ou etanol (10 % v/v). Apds a avaliagdo
da pureza radioquimica imediata, as solucdes foram congeladas a -20 °C por 24 horas.
Decorrido este tempo, a pureza radioquimica foi determinada novamente por
CCD e/ou CLAE (item 5.3.3.1 A e B). O anti-CD20-DOTA-'""Lu diluido e n3o acrescido de
estabilizantes, também foi congelado e a sua estabilidade avaliada no mesmo tempo. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

B) Estudo da estabilidade em condigées de transporte: regiées proximas ao centro produtor
O imunoconjugado radiomarcado e diluido como descrito no item anterior foi
mantido a -20 °C por 4 horas. Decorrido este tempo, o anticorpo foi descongelado (até
temperatura ambiente) e mantido sob refrigeracdo (2 - 8 °C) por até 6 horas e a pureza
radioquimica foi avaliada, por CCD, em diferentes tempos. Os experimentos foram

realizados em duplicata.

C) Estudo da estabilidade em condi¢des de transporte: regides distantes do centro produtor
O imunoconjugado radiomarcado com atividade especifica de 296, 740 e 925
MBg/mg foi purificado em coluna de exclusio molecular (PD-10), as fragGes

correspondentes ao anti-cD20-'"’

Lu foram misturadas e o volume ajustado para 4 mL. O
anti-CD20-'""Lu foi mantido a -20 °C por 24 e 48 horas. Decorrido estes tempos, o anticorpo
foi descongelado (até temperatura ambiente) e mantido sob refrigeracdo (2 - 8 °C) por até 6

horas e a pureza radioquimica foi avaliada, por CCD, em diferentes tempos. Os experimentos
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foram realizados em duplicata.

D) Estabilidade em plasma in vitro

Quinze mililitros de sangue humano foram coletados, com coagulante, de doador
sadio e centrifugados a 3.000 rpm por 10 minutos para separacdo do plasma.

Decorrido o tempo, retirou-se uma aliquota das misturas (200 pL); adicionou-se
etanol (1:1 v/v) para precipitacdo das proteinas plasmaticas e centrifugou-se a 9.720 g
(10.000 rpm). Uma aliguota do sobrenadante foi submetida a CCD conforme descrito no
item 5.3.3.1 A para avaliacdo da pureza radioquimica. Os ensaios foram realizados em

duplicata com dois lotes diferentes de imunoconjugados.

5.3.4 Estudos in vitro
5.3.4.1 Ensaio de ligagao especifica as células Raji

177

Os ensaios de ligagdo especifica do anti-CD20-DOTA-"""Lu foram realizados com

células Raji e a metodologia foi adaptada da literatura * '*

. O anticorpo marcado foi
diluido em meio de cultura contendo 1 % de soro fetal bovino (SFB) (v/v) a uma
concentragdo radioativa de 400 cpm/uL. O anticorpo nao radiomarcado (4 UM em meio de
cultura contendo 1 % de SFB v/v) foi utilizado como competidor. O ensaio foi realizado por
meio da adicdo de diferentes quantidades de células (0,125, 0,25, 0,5 e 1,0 x 10° células) em
0,5 mL de meio de cultura contendo 1 % v/v SFB, a tubos conicos de 1,5 mL, seguido da
adicdo de 250 pL de meio de cultura (1 % SFB) (ligacdo total) ou 250 puL da solucdo do
competidor (ligagdo ndo-especifica) e 250 pL da solugdo contendo o marcador molecular
diluido. As células foram incubadas a temperatura ambiente por 1 h, centrifugadas a 3.000
rpm por 5 minutos, lavadas duas vezes com 1 mL de meio de cultura contendo 1 % v/v SFB e
contadas em contador gama, juntamente com um padrdo da atividade total adicionada. As
curvas de porcentagem de ligacdo total, ligacdo especifica e ndo-especifica em relacdo ao
nimero de células foram construidas utilizando-se o programa estatistico GraphPad Prism
50°. 0 experimento foi realizado em triplicata e com trés lotes diferentes de

imunoconjugados.
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5.3.4.2 Andlise da influéncia da atividade especifica na ligagao as células

O imunoconjugado foi radiomarcado em quatro diferentes atividades especificas
(296, 370, 740 e 925 MBg/mg) em seguida foi analisado quanto a capacidade de ligacdo
especifica as células.

Assim, procedeu-se o ensaio conforme descrito no item 5.3.4.1, contudo nao se
utilizou uma quantidade variada de células e apenas o ponto de 1,5 x 10° células foi avaliado
para todas as atividades especificas consideradas. Os ensaios foram realizados com um Unico

lote de imunoconjugado, mas com duplicata de tubos intraensaio.

5.3.4.3 Avaliagao da imunorreatividade

O método utilizado para avaliar a imunorreatividade do anticorpo foi proposto
por Lindmo e colaboradores (1984 e 1986). O radioimunoconjugado foi diluido em meio de
cultura (1 % SFB) a uma concentracdo de aproximadamente 40 ng/mL. Como competidor, foi
utilizado o préprio anticorpo ndo conjugado e ndo radiomarcado, diluido a uma
concentragdo de 1 mg/mL.

Realizaram-se diluicGes seriadas a fim de obter as seguintes quantidades de
células em 0,5 mL de meio de cultura (1 % SFB): 3; 1,5; 0,75; 0,38; 0,19 e 0,09x10°. Esta
diluicdo foi realizada seis vezes, sendo um conjunto de 3 dilui¢Ges utilizado para determinar
a porcentagem de ligacdo especifica (LE) e o outro conjunto de trés diluigdes utilizado para
determinar a porcentagem de ligacdo nao especifica (LNE), obtendo-se assim, triplicata de
cada concentracdo celular para a LE e LNE. Posteriormente, adicionou-se 50 uL (50 pg) da
solucdo de competidor ao conjunto de diluicdes referentes a ligacdo ndo-especifica, seguido
de incubagdo por 30 minutos a 4 °C sob agitacao banda. Em seguida, adicionou-se 250 uL da
solugcdo do anticorpo radiomarcado a todos os tubos (ligacdo especifica e ligacdo ndo
especifica). As células foram homogeneizadas e incubadas por 1 hora a 4 °C sob agitacdo
banda. Decorrido o tempo de incubacdo, as células foram centrifugadas a 3000 rpm por 5
minutos, lavadas trés vezes com meio de cultura (1 % SFB) e os precipitados de células foram
contados em contador gama, juntamente com um padrdo da atividade total adicionada.

As curvas de porcentagem de ligacdo total, ligacdo especifica e ndo-especifica em
relacdo ao niumero de células foram construidas utilizando o programa estatistico GraphPad

Prism 5.00". O experimento foi realizado em triplicata.
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As porcentagens da ligacdo total, ligacdo nao-especifica, e ligacdo especifica,
foram calculadas e utilizando o programa estatistico GraphPad Prism 5.0 foram construidos
graficos relacionando a concentracdo de células (mL/milhdo de células) versus a ligacdo total
/ligacdo especifica e os dados foram ajustados para uma curva de regressao linear. O valor
de Y quando X foi igual a zero, corresponde a fragdo imunorreativa (r) expressa em 1/r.

O ensaio foi realizado em triplicata e com trés lotes diferentes de

imunoconjugados.

5.3.4.4 Ligacio do anti-CD20-DOTA-'""Lu as proteinas do plasma in vitro

Quinze mililitros de sangue humano foram coletados, com coagulante, de doador
sadio e centrifugados a 1400 g (1500 rpm) por 10 minutos para separac¢do do plasma.

Adicionou-se, em duplicata, 37 MBq (1 mCi) de anti-CD20-DOTA-'""Lu,
radiomarcado com atividade especifica de 740 MBg/mg, a 1 mL de plasma humano e
incubou-se a 37 °C sob agitacdo de 350 rpm por 24, 48 e 72 horas. Decorrido o tempo,
retirou-se uma aliquota das misturas (200 pL); adicionou-se etanol (1:1 v/v) para
precipitacdo das proteinas plasmaticas e centrifugou-se a 9.720 g (10.000 rpm). O
sobrenadante foi coletado e a radioatividade nele e no precipitado foi determinada em um
contador automatico tipo poc¢o devidamente calibrado para o radioisétopo. A porcentagem
de anti-CD20-DOTA-'"’Lu ligados as proteinas plasmaticas (LP) foi determinada pela
equagao:

EQ. 5.2
Atividade (cpm)no precipitado

LP (%) = x 100
(%) Atividade (cpm) no precipitado + Atividade (cpm) no sobrenadante

5.3.5 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa estatistico GraphPad
Prism 5.00° (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). Os resultados foram expressos
como média + erro padrdao da média (EPM) ou média + desvio padrao (DP).

Para comparar até dois grupos (amostras pareadas ou ndo), o teste t de Student

foi utilizado com distribuicdo bicaudal. Para a comparacdo entre trés ou mais grupos foi
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utilizado o teste de variancia de um fator (one-way ANOVA) ou dois fatores (two-way
ANOVA). Quando necessario, os dados foram submetidos a pds-teste (teste de Bonferroni ou
de Newman-Keuls de compara¢cdes multiplas). As diferencas foram consideradas

significativas quando o valor de P foi menor do que 0,05.

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.4.1 Desenvolvimento do imunoconjugado: escolha da razao molar

A) Conjugagdo

O agente quelante DOTA foi escolhido para conjugacdao com AcM anti-CD20, pois
forma complexos estaveis com muitos metais e em comparagdo com outros agentes
bifuncionais, tais como DTPA, o DOTA fornece complexos radiomarcados com YU mais

estaveis in vivo e in vitro ** 98

, sendo esta uma importante caracteristica do ponto de vista
de desenvolvimento de radiofarmacos. No entanto, a conjugacdo requer uma atengao
especial no preparo dos tampodes e solucdes utilizados na sintese, pois até mesmo
concentracdes muito baixas de metais sdo capazes de interagir com o DOTA interferindo na
posterior radiomarca¢dao. Para minimizar a quantidade de metais, todos os tampdes
utilizados foram preparados com agua purificada por osmose reversa e tratada com resina
trocadora de fons (Chelex 100) 2.

Esteres reagem com aminas por reacdo de adi¢do-eliminacdo nucleofilica, nos
atomos de carbono aciclico, com aminas primarias e secundarias. O esquema genérico desta
reacao esta representado na FIGURA 5 A. A reacdo de conjugacdo ocorre em solucdes com
pH ligeiramente alcalino (pH 8,0 - 9,0), pois nestas condicGes, o grupamento éster sofre
reacdo de hidrélise promovida pela hidroxila (reacdo de saponificacdo) e com isso o
grupamento carboxilico do quelante se torna altamente seletivo por aminas alifaticas

presentes no AcM 105, 106

. O esquema da reacdo do grupamento carboxilico com o
grupamento amina do AcM com a saida do grupamento NHS estd apresentado na FIGURA 5

B.
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FIGURA 5 - Esquema da reacdo geral de ésteres com aminas primarias (A) e esquema geral
da reacdo do grupamento NHS-éster do DOTA com grupamentos aminas presentes no AcM.

Adaptado de Solomons et al., 2002 106 & Liu et al., 2001 105,

A reacdo de mais de um grupo carboxilico do quelante pode levar a diminuicao
da estabilidade do complexo. Por este motivo, a reacdo de conjugacdo ocorre com excesso
molar de quelante, em relacdo ao AcM, desta forma, é possivel tornar a reacdo das aminas
mais seletivas pelo grupamento éster poupando os outros grupamentos carboxilicos
presentes no DOTA 107,

Todavia, a identificacdo da melhor razdo molar é uma etapa importante e deve
ser estudada, uma vez que dependendo da razdo molar empregada, pode haver uma
incorporacdo baixa de quelantes resultando em eficiéncia baixa de radiomarca¢do e/ou
estabilidade prejudicada do AcM radiomarcado. Por outro lado, um grande numero de
guelantes por anticorpo pode comprometer a imunorreatividade do AcM. Este aspecto serd
discutido mais adiante.

Neste estudo foram avaliadas quatro razées molares AcM:DOTA diferentes: 1:10,
1:20, 1:50 e 1:100.

Um controle em processo utilizado para a andlise do anticorpo conjugado foi a

cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando uma coluna de exclusdao molecular. Neste
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108 |sso significa dizer

sistema, substancias com maior peso molecular sdo eluidas primeiro
que o anticorpo conjugado e, portanto, com maior peso molecular, possuird um tempo de
retencdo (TR) menor comparado ao anticorpo ndo conjugado.

Esta mudanca no TR foi observada para todas as razbes molares estudadas
(TABELA 7). No entanto, a diferenca entre o TR do anticorpo ndo conjugado e do anticorpo
conjugado pelo método 1, sé foi significativa para as razbes 1:20 (P<0,0001), 1:50 (P
<0,0001) e 1:100 (P <0,0062), mostrando que a técnica ndo foi sensivel em demonstrar o
incremento de massa do AcM quando se utilizou razdao molar 1:10.

Quando o anticorpo foi conjugado pelo método 2 (razdo molar 1:50), também foi

observada uma diferenca significativa no tempo de retencdo do AcM ndo conjugado para o

AcM conjugado (P=0,0003).

TABELA 7 - Tempo de retencdo (TR) do anticorpo ndo conjugado e conjugado ao DOTA
analisados por CLAE. Resultados expressos em média + DP (n 2 3).

Razao TR do anticorpo nao TR do anticorpo conjugado (minutos)
molar conjugado (minutos) Método 1 Método 2
1:10 7,33+£0,18 7,20 £ 0,02 nd

1:20 7,47 £ 0,01 7,20+ 0,09 nd

1:50 7,47 £ 0,01 7,08 £ 0,02 6,7210,49
1:100 7,33+£0,18 6,93 £ 0,004 nd

nd: ndo determinado

Como ja citado, a rea¢do de conjugacao ocorre com excesso molar de quelante e
este, quando ndo acoplado a proteina, torna-se um contaminante, interferindo diretamente
na eficiéncia de radiomarcacao.

Portanto, apds a conjugacdo e antes da radiomarcag¢do, o imunoconjugado foi
purificado em uma coluna de exclusio molecular (PD-10). O resultado da analise
espectrofotométrica das fracdes coletadas estd expresso na FIGURA 6.

O perfil sugere uma separagdo parcial com uma regido de intersec¢ao na sexta

fracdo entre o primeiro pico (anticorpo conjugado) e o segundo pico (quelante DOTA).
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1.5

Absorbancia (280 nm)

Fragdo

FIGURA 6 - Absorbancia (UV, 280 nm) das fra¢des de purificagdo do imunoconjugado em
coluna de exclusdo molecular (PD-10), utilizando tampdo acetato de sédio 0,4 M pH 7,0
como eluente (N=6). Em (1) fracdes correspondentes ao AcM; em (2) fragdo correspondente
ao AcM-DOTA e em (3) fragGes correspondentes ao DOTA.

O principio do método é o mesmo citado para a CLAE. Desta forma, o anticorpo
guelado ou ndo ao DOTA é eluido primeiro, seguido do quelante livre (DOTA ndo acoplado a
proteina). As fragdes eluidas na coluna PD-10 também foram analisadas por CLAE (FIGURA
7).

Foi observada predomindncia de anticorpo nas primeiras fracdes,
correspondentes ao primeiro pico da curva da FIGURA 6. As ultimas fracOes, representadas
pelo segundo pico da FIGURA 6, indicaram a presenca de DOTA. A fracdao 6, conforme
esperado, indicou presenca de anticorpo e DOTA, correspondendo este, ao ponto de
interseccdo entre as duas curvas da FIGURA 6. Esta sobreposicdo foi devida, provavelmente,
ao tamanho pequeno da coluna PD-10 (10 cm de gel) que impossibilitou a perfeita separacao
das duas espécies. Colunas de tamanho maiores poderiam ser testadas para aumentar a
eficiéncia do processo, porém demorariam mais tempo para completar a purificacao.

Os cromatogramas apresentados na FIGURA 7 apresentaram picos com tempo
de retencdo diferentes dos informados na TABELA 7, pois, para esta analise, utilizou-se uma

coluna cromatografica diferente (BioSep SEC-S 3000 - Phenomenex).
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FIGURA 7 - Perfil cromatografico (UV, 280 nm) do imunoconjugado apds purificacdo em
coluna de exclusdo molecular, utilizando tampao acetato de sédio 0,4 M pH 7,0 como
eluente. Em (A), fragcdo 3; (B) fracao 4; (C) fragdo 5; (D) fracdo 6; (E) fracdo 7 e (F) fragao

Apds esse processo de purificacdo, as fracbes que correspondiam ao
imunoconjugado, incluindo-se o ponto de interseccdo com o DOTA, foram misturadas e
concentradas, utilizando-se tubos de ultrafiltracdo (Amicon®).

A principal vantagem deste método é que com a utilizacdo de centrifugas
refrigeradas, o anticorpo permanece o tempo todo sob uma temperatura ideal (2 - 8 °C). No
entanto, a quantidade necessaria de ciclos de centrifugacdo para se obter um
imunoconjugado puro consiste na maior desvantagem. Quase sempre sdo necessarios de 6 a
8 ciclos, cada ciclo com duragdo de 30 minutos em média.

Como mencionado anteriormente, o método utilizado neste trabalho utilizou
uma purificagdo prévia em coluna PD-10 com posterior concentragdo em tubos de

ultrafiltragdo. A combinagao destes dois métodos reduziu em mais de 50% o tempo de
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purificacdo, uma vez que foram necessdrios apenas dois ciclos de centrifugacdo para
concentrar o imunoconjugado. Além disso, este método forneceu um imunoconjugado puro

sem qualquer vestigio de quelante livre, conforme andlise por CLAE (FIGURA 8).
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FIGURA 8 - Perfil de CLAE do imunoconjugado purificado e concentrado.

A recuperacdo proteica encontrada neste método foi alta, (80,75 + 16%; N=51)
promovendo uma perda percentual média de 19,25% (N=51).

Wojdowska e colaboradores (2015)*®

compararam diferentes métodos de
purificacdo do AcM antes da conjugacdo e do imunoconjugado com excesso de quelante. O
método que resultou em melhor recuperagao proteica, 77,2%, foi o que utilizou
ultrafiltracdo para a purificacdo do AcM e do imunoconjugado. Quando a dialise foi utilizada
para purificar o AcM e a ultrafiltracdo foi empregada para a purificacdo do imunoconjugado,
a recuperacao foi de 50,5%. O outro método avaliado se assemelha ao utilizado no presente
trabalho: utilizacdo de ultrafiltracdo para a purificacdgo do AcM e colunas PD-10 para
purificar o imunoconjugado. Com este método a recuperacado proteica foi de apenas 34%, ou
seja, 46,75% a menos comparado ao obtido no presente trabalho.

Em outro estudo, foi relatada uma recuperagao entre 46% a 60%, quando o

mesmo método de purificacdo (ultrafiltragdo e PD-10 + Ultrafiltracdo) foi empregado .
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Estes trabalhos, citados acima, encontraram resultados compativeis com Cooper
e colaboradores (2006)°® que relataram perda de 10 - 50% quando apenas o método de
purificacdo por ultrafiltracdo foi utilizado.

Estes trabalhos tém em comum o uso de tubos de ultrafiltracdo com tamanho de
poro de 30 kDa. Aparentemente, quando se utiliza um dispositivo de ultrafiltracdo com o

poro menor, como 10 kDa (utilizado neste trabalho), a recuperacdo é maior.

Apesar de relativamente pequena, a perda de anticorpo deve ser considerada e
o conhecimento exato da concentragao proteica, apds a conjugacdao e purificacdo, é
imprescindivel para célculo da atividade especifica do radiofarmaco e estabelecimento das
condigdes de radiomarcagao.

Portanto, uma curva de calibragdo foi construida por intermédio da andlise da
area sob a curva dos picos observados em CLAE para diferentes concentracdes de anticorpo

e a concentracdo do imunoconjugado determinada por meio da equacdo da reta (FIGURA 9).
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FIGURA 9 - Curva de calibracdo do anticorpo ndo conjugado. Resultados expressos em média
+ EPM (n = 3).

A média da concentracdo do imunoconjugado encontrada, considerando todos

os lotes produzidos para este estudo, foi 8,08 + 1,6 mg/mL (N=51).
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B) Cdlculo do numero de quelantes por anticorpo

Como mencionado anteriormente, ha um crescente esforco para desenvolver
radioimunoconjugados para tratamento e diagnéstico de diversas doencas. Um ponto critico
para o sucesso destes radioimunoconjugados é a manutencdo da imunorreatividade e das
caracteristicas de ligacdo destas proteinas apds o procedimento de conjuga¢do com o
quelante bifuncional '®. Portanto, para manter um comportamento étimo e reprodutivel do
anticorpo radiomarcado nos estudos clinicos, é necessario estabelecer uma relacdo entre a
eficiéncia de ligacdo do AcM (imunorreatividade) com o nimero de quelantes acoplados por
molécula de AcM **°.

Em geral, o aumento do numero de ligantes acoplados ao anticorpo, afeta

100 Todavia, moléculas com maior

diretamente a imunorreatividade do produto final
guantidade de quelantes incorporados tendem a apresentar maior eficiéncia de
radiomarcacao.

Além disso, o objetivo de se acoplar um grande nimero de quelantes ao AcM é,
teoricamente, utilizar quantidade menor, em mg, do imunoconjugado para entregar uma
determinada dose terapéutica do radiometal ao tumor. Contudo, na pratica isto ndo ocorre.
Foi relatado que a porcentagem de dose injetada no tumor, apds 72 horas da administracao,
foi proporcionalmente menor conforme se aumentou o nimero de quelantes acoplados ao
AcM, isso porque a imunorreatividade deste AcM também diminui com o aumento de
quelantes acoplados .

Sendo assim, a influéncia da razdo molar quelante:AcM (Q:AcM), utilizada no
processo de conjugacao, sobre a imunorreatividade, deve ser estudada.

Existem diversos métodos desenvolvidos para determinar o numero de
quelantes acoplados ao AcM, sendo a espectrometria de massas (MALDI/TOF ou MALDI/MS)
o0 método mais preciso 2 No entanto, este método requer uma instrumentacdo de alto

100, 112

valor e um conhecimento nao trivial na interpreta¢ao dos resultados . Na auséncia ou

indisponibilidade do equipamento, é possivel obter uma estimativa do nimero de quelantes
por AcM utilizando-se métodos espectrofotométricos que se baseiam na formacdo de

complexos coloridos por intermédio da reacdo do Arsenazo (AAlll) com metais como Y, Cu

100, 110, 112

ou Pb Estes complexos reagem com o quelante bifuncional presente no

imunoconjugado e fornecem uma coloracdo proporcional a quantidade de quelante na

amostra. Por fim, outros métodos muito utilizados sdo os que utilizam radioisétopos 73,97,99,
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Neste trabalho, foram utilizados trés métodos para determinar o nimero de
guelantes acoplados ao AcM: (1) o método espectrofotométrico utilizando-se um complexo

de Pb(I1)-AAIll; (2) o método radioativo, utilizando *”’

Lu e (3) um método utilizando CLAE que
foi desenvolvido especialmente para este trabalho.

Na TABELA 8 estdo apresentados os resultados obtidos por estes trés métodos.

TABELA 8 - Numero de quelantes acoplados ao anticorpo. Resultados expressos em média
DP.

Ndmero de quelantes acoplados ao AcM

R:czl\éﬂc:;r:)?l!:r Conjugacio: Método 1 Conjugagﬁzo: Método
Espectrofotometria CLAE Radioativo Radioativo
1:10 0,35+0,21* 1,73+0,88* 0,14 +0,003* nd
1:20 2,76 £ 1,06** 2,18+ 0,07* 0,24 +£0,003* nd
1:50 3,02 +1,89%* 4,89 +1,54* 4,26+ 0,49** 5,50 + 2,84*
1:100 4,11 + 1,30* 8,67+0,83* 12,05+0,01* nd

* N=2; **N>3; nd: ndo determinado

Os trés métodos permitiram observar um incremento no nimero de quelantes
acoplados ao AcM, relacionado ao aumento da razao molar de conjugac¢ao (conjugacdo pelo
método 1). As diferencas encontradas entre as razoes molares foram significativas para os
trés métodos (P=0,0419 para espectrofotometria, P=0,001 para CLAE e P<0,001 para
radioativo). Quando as razdes molares foram comparadas individualmente entre os trés
métodos, a diferenca foi significativa apenas para as razées molares 1:20 (P=0,0134) e 1:100
(P=0,0008). Apesar destas diferencas, o estudo foi util para correlacionar o aumento do
nimero de quelantes por AcM ao aumento da razio molar AcM:DOTA utilizada na
conjugacao.

Em relacdo aos dois métodos de conjugacdo empregados (método 1 e 2), o
aumento de temperatura utilizado no método 2, ndo promoveu maior incorporacdao de
guelantes por anticorpo, uma vez que a diferenca observada ndo foi significativa (P =

0,4977).
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Dentre os trabalhos que utilizaram o quelante DOTA-NHS para conjugar AcMs,
destacam-se cinco e a comparagao da metodologia de conjugacdo destes trabalhos esta

apresentada na TABELA 9.

TABELA 9 - Comparacdo dos métodos de conjugacdo e nimero de quelantes por AcM
obtidos para diferentes AcMs conjugado ao quelante DOTA-NHS.

Método de conjugagdo
Razdo molar Numero de

Estudo AcM Tampaode Tempo de Referéncia
AcM:DOTA Q:AcM
reagao reagao
NaHCO; 0,2
19 Trastuzumabe 24 h/TA 1:120 5,8 113
M pH 9,2
NaHCO; pH
22 Trastuzumabe 24 h/ TA 1:20 2,1-2,7 8,78
8,6
3¢ Conatumumabe PBS pH 8,5 2h/TA 1:20 3,9-4,9 114
AcNH,0,25M 24a48h/
49 B72.3 1:40 5 115
pH 7 TA
NaHPO, 0,1
5¢ Rituximabe 1h/25°C 1:15-1:30 4 87
MpH7-75

TA = temperatura ambiente; NaHCO; = tampao bicarbonato de sddio; PBS = tampado fosfato salino;
AcNH, = tampao acetato de amonio; NaHPO, = fosfato de sddio; Q:AcM = quelantes por anticorpo.

Com excecao do 42 e 52 estudos, todos os outros utilizaram pH alcalino para
realizar a conjugacdao ao DOTA-NHS. No 12 estudo, a incorporagao de apenas 5,8 quelantes
ao anticorpo ndo é compardvel com os valores encontrados no presente trabalho, pois a
razdo molar de 1:100 promoveu incorporac¢do de 8,67 - 12,05 quelantes por AcM (método
espectrofotométrico e radioativo) (TABELA 8).

A reacdo de conjugacdo ocorreu em temperatura ambiente por no minimo 24
horas nos 12, 22 e 4 2 estudos. Realizar a conjugacdao em altas temperaturas por longo tempo
favorece a cinética de reacdo, mas pode causar degradacdo do AcM.

No presente trabalho, o numero de quelantes por AcM para a razao molar 1:20
foi de 2,18 - 2,76 (quando determinada por CLAE ou espectrofotometria) (TABELA 8). Estes

valores sdo muito proximos dos encontrados no 22 estudo (2,1 - 2,7). Isto indica que
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diminuir a temperatura a 2 - 8 °C (método 1 de conjugacdo) nao interfere na quantidade de
guelantes incorporados ao AcM e ainda mantém o AcM em uma temperatura ideal de
conservacgao.

Quando o AcM foi conjugado na razdao molar 1:50, o nimero de quelantes por
AcM foi de 3,02 - 4,89 (método 1 de conjugacdo - TABELA 8), valores proximos ao

encontrado por Mohsin e colaboradores (2007) para a razio molar 1:40 '

(42 estudo -
TABELA 9).

O nuimero de quelantes por AcM encontrado para o método 2 e razdao molar 1:50
(TABELA 8) foi maior comparado ao encontrado por Rossin e colaboradores (2011) (3¢
estudo - TABELA 9) e esta diferenca, embora ndo tdo expressiva, pode ser atribuida ao
emprego de uma temperatura maior (37 °C).

No 52 estudo, os autores utilizaram o mesmo AcM, quelante e tampao utilizados
no presente trabalho. Apesar da razdo molar e do pH de reacdo terem sido diferentes, o
numero de quelantes incoporados foi similar (TABELA 8).

De modo geral, os dois métodos de conjugacao empregados neste trabalho
corroboram com os dados encontrados na literatura. A principal vantagem observada com o
uso destes dois métodos foi obter uma incorporacdo similar de quelantes por anticorpo,

utilizando tanto temperatura de reacdo mais baixa, preservando assim o AcM (método 1),

guanto empregando aquecimento e tempo de reagdao menor (método 2).

C) Radiomarcacdo

A radiomarcacdo de anticorpos conjugados com DOTA com metais trivalentes
como Lu e %y pode ser obtida por incubacdo prolongada do imunoconjugado com uma
solucdo de metal radioativo a temperatura ambiente. Entretanto, a exposicdo de um
anticorpo a uma soluc¢do concentrada de radioisétopo emissor B, por um periodo de tempo
prolongado, pode resultar em radidlise significativa da proteina. Portanto, uma incorporacao
rapida e eficaz do metal radioativo ao imunoconjugado é desejavel 12,

Pensando nisso, o método padrao usado para realizar a marcagao foi adaptado a
partir de um trabalho desenvolvido por Lewis e colaboradores 2 Desta forma, a condigao
padrdo de marcacdo foi 1 hora a 43 °C, pH 5,5, volume final de 200 puL com agitacao

constante a 350 rpm. Esta condi¢do padrao representou o ponto de partida para estudar a
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interferéncia a variacao dos diversos parametros da radiomarcacdao, com o objetivo de obter
um radioimunoconjugado com pureza radioquimica e estabilidade altas frente as condigdes
de armazenamento.

Um miligrama de anticorpo conjugado pelo método 1, em diferentes razdes
molares (1:10; 1:20; 1:50 e 1:1000) foi radiomarcado com 37 MBq (1 mCi) de Y.

A maior pureza radioquimica foi encontrada para a razdo molar 1:50 (FIGURA
10). Quando o anticorpo radiomarcado foi purificado em coluna PD-10, uma pureza
radioquimica satisfatéria (> 90%) foi encontrada nas razdes molares 1:20, 1:50 e 1:100, por
conseguinte, estas foram as razdes molares escolhidas para realizar o ensaio de ligagao

especifica em células Raji.

100+

g * - } Bl Antes da purificagdo
® 80- { [ Apés a purificagdo
O
E ]
S 609
o
2 1
B 401
s |
2 201
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Razdo molar

FIGURA 10 - Pureza radioquimica do anti-CD20-DOTA-"""Lu antes e apds a purificacdo em
coluna de exclusdo molecular (PD-10). Condicbes de radiomarcacdo: 1 mg de
imunoconjugado; 37 MBq (1 mCi) de *’Lu; 1 hora a 43 °C, pH 5,5, 350 rpm. Resultados
expressos em média £ EPM (n > 3).

D) Ligag¢do especifica as células Raji.

O estudo de ligacdo especifica do anti-CD20-DOTA-"’

Lu (radioimunoconjugado)
em células Raji foi realizado com o AcM conjugado em diferentes razdes DOTA:AcM e os

resultados estdo expressos na FIGURA 11.
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FIGURA 11 - Ligacdo especifica do anti-CD20-DOTA-'""Lu as células Raji em diferentes razdes

molares de conjugacdo. Resultados expressos em média

As trés razbes molares consideradas p

+ EPM (N 2 3).

roduziram

imunoconjugados com

capacidade de ligacdo as células Raji e um aumento da ligacao total as células foi observado

conforme o numero de células aumentou (FIGURA 11). No entanto, a razdo molar de 1:100

mostrou ligacdo nao especifica maior que a ligacdo especifica. A ligacdo especifica para a

quantidade de 1x10° células, foi diferente (P < 0,05) quando se compararam as razdes

molares 1:100 versus 1:20 e 1:100 versus 1:50 (FIGURA 1

2).
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FIGURA 12 - Ligacao especifica do anti-CD20-DOTA-'""Lu & 1x10° células Raji em diferentes
razoes molares de conjugacdo. Resultados expressos em Média £+ EPM (N > 3). Diferenca
estatistica representado por *.

E) Imunorreatividade

Ainda que o efeito da imunorreatividade de AcMs radiomarcados na localizagao
do tumor ndo seja aparente imediatamente apds a administracdao, é prudente preservar a
imunorreatividade o quanto possivel, de modo a garantir a ligacao especifica ao tumor 16 A
perda de imunorreatividade pode ser causada pelo processo de conjugacdo, radiomarcacao
e radidlise durante o armazenamento do anticorpo radiomarcado 2.

A imunorreatividade pode ser medida de diferentes maneiras, mas os métodos
comumente aceitos sdo a afinidade de ligacdo pelo antigeno, refletida pela constante de
afinidade (K,) e a fracdo imunorreativa (Fl). A K, descreve a forca de ligacdo do anticorpo ao
antigeno ao passo que a Fl descreve a proporcao de moléculas de anticorpo que estao
hébeis a se ligar a um excesso infinito de antigeno **°.

Com os resultados obtidos nos ensaios de ligacdo especifica (FIGURA 11), foi
possivel aplicar o célculo proposto por Lindmo e colaboradores (1984 e 1986)'" e
determinar a fracdo imunorreativa dos imunoconjugados (FIGURA 13). Considerando-se,
teoricamente, que o anticorpo ndo conjugado possui imunorreatividade de 100%, foi
possivel observar que a imunorreatividade foi maior para as razoes de 1:20 e 1:50 (85,3% e
89,8% respectivamente), enquanto que para razao molar de 1:100, a imunorreatividade foi

de 24,4%. Provavelmente, o decréscimo da imunorreatividade na razdo 1:100, foi devido ao
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elevado numero de quelantes incorporados por molécula de AcM (TABELA 8).

1.0
-e- 1:20 (r=0,853)

T 08 -8 1:50 (r=0,898)
2 o -+ 1:100 (r = 0,244)
X 06
~
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FIGURA 13 - Imunorreatividade do anti-CD20-DOTA-'""Lu conjugado em diferentes razdes
molares de conjugacdo (atividade especifica de 37 MBg/mg).

Na TABELA 10 estdo relacionados os principais trabalhos de conjugacdo de AcMs

encontrados na literatura, com o intuito de comparar a metodologia de conjugacao, o

numero de quelantes por AcM e a imunorreatividade obtida. Ressalta-se que o critério de

escolha destes trabalhos foi a metodologia de determinagdao da imunorreatividade. Em

todos eles, a imunorreatividade foi determina pela fracdo imunorreativa calculada pelo

método de Lindmo, o mesmo utilizado neste trabalho. Foram excluidos também os trabalhos

gue apresentavam metodologia detalhada com célculo de nimero de quelantes por AcM,

mas ndo a imunorreatividade.
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TABELA 10 - Comparacgao dos métodos de conjugacdo, nimero de quelantes por AcM e imunorreatividade obtidos para diferentes AcMs conjugados
a diferentes quelantes.

Método de conjugagao Razdo molar . . .
Estudo AcM Quelante = = Jugag = N2 de Q:AcM Imunorreatividade Referéncia
Tampao de rea¢ao Tempo de reagao AcM:DOTA
2,1 82%
Fosfato de sédio 0,1 M 4,3 79%
9 _ ’ . o _ 7
1 Lym-1 TETA DH 8 30 minutosa 4°C 84 58% 111
11,4 45%
20 Trastuzumabe DOTAGA PBS0,1 MpH 7,4 30 minutos a 25 °C 1:20 2,6 65% 118
1:50 9
3¢ Nimotuzumabe p-SCN-Bn-DOTA PBS 0,1 M pH 8,5 Uma noite a 2-8 °C 1:100 13 91,4% 11
1:150 15
Anti-mesotelina MB Bicarbonato de sddio 0,1 21 horas a 2,4 78,5%
Qo = - - v . ’ ’
4 Anti-mesotelina K1 PRI M pH 8,5 temperatura ambiente 2 2,6 76,3% e
50 Trastuzumabe DOTA-NHS Acetato de amonio 0,25 24 horasa 1:20 2,1-2,7 89% 8
M pH 8,5 temperatura ambiente
1B4M-DTPA 1,1 76%
CHX-DTPA 0,3 60%
5dio pH 24 h 3 ’
60 L8A4 p-SCN-Bz-DTPA Carbo”amgdse sodiop e eratufaraasnj"biente 1:20 0,9 68% 52
C-DOTA ' P 3,1 63%
MeO-DOTA 2,7 70%
Carbonato de sédio 0,2 1:10 4 84,7%
9 B . _ _ _ 7 o ’
7 Rituximabe p-SCN-Bz-DOTA M pH 9,5 lhoraa37°C 120 3 50% 51
p-SCN-Bz-DOTA 3 24%
82 AMBS8LK p-SCN-Bz-DTPA HEPES 0,1 M pH 8,5 Uma noite a 37 °C 1:50 3 52% 99
p-CHX-A"-DTPA 3 43%
. .- 2 h a temperatura
o I p-SCN-Bn-CHX-  Bicarbonato de sédio 0,2 ) . ) o
9 Rituximabe A"-DTPA M pH 9,0 ambiente Z :Jcma noite a 1:10 3 75% 94
Fofato de sédio 0,1 M pH
102 Rituximabe DOTA-NHS 9-10 2ha25°C = 1 >80% 86
Fofato de sédio 0,1 M pH
11° Rituximabe DOTA-NHS lha25°C 1:15-1:30 4 >60% 86, 87

7-7,5
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De modo geral, a imunorreatividade do AcM diminui conforme aumenta a
guantidade de quelantes acoplados a ele. Isto foi relatado por Kukis e colaboradores quando
investigaram o efeito do numero de substituicbes de grupamentos quelantes na
imunorreatividade do AcM Lym-1 marcado com *Cu (12 estudo - TABELA 10). Eles
observaram uma Fl de 0,82 com 2,1 Q:AcM e houve um decréscimo da Fl para 0,45 com 11,4
Q:AcM "™, Forrer e colaboradores também relataram o decréscimo da imunorreatividade
devido a alta incorporacdao de quelante. Quando apenas 4 residuos de lisinas foram
substituidos pelo DOTA, o AcM apresentou um Fl de 0,85 que diminuiu para menos de 0,50
quando 8 quelantes se acoplaram ao AcM > (72 estudo - TABELA 10).

Esta relacdo também foi observada neste trabalho, no qual a incorporacdo de 8 -
12 DOTA:AcM (conjugagdo 1:100, método de determinagdo por CLAE e radioativo - TABELA
8), resultou em uma Fl de 0,24 (FIGURA 13).

A guantidade de quelantes incorporado estd diretamente relacionada a razdo
Q:AcM, tipo de quelante, pH, temperatura e tempo de reacdo e concentracdo do AcM no
momento da reacdo > 11

Empregar temperaturas mais elevadas é uma vantagem do ponto de vista da
cinética quimica do DOTA, mas uma desvantagem quando se pensa na estabilidade do AcM.
Talvez seja por este motivo que no 52 estudo (TABELA 10) um menor nimero de quelantes
incorporados, resultou em imunorreatividade igual a encontrada neste trabalho (89,8% -
FIGURA 13) mesmo os autores utilizando uma razdo molar Q:AcM menor. Provavelmente
manter o AcM a temperatura ambiente por 24 horas tenha sido o motivo da diminuigao da
imunorreatividade.

A incorporacdo de um grande nimero de quelantes ao AcM ndo é o Unico fator
causador do decréscimo da imunorreatividade, uma vez que existem AcM resistentes aos
efeitos desta substituicao 118,

Outro fator essencial a ser considerado é o tipo de quelante utilizado. Essa
diferenca é claramente notada no 62 e 82 estudo. No 62, os autores utilizaram a mesma
metodologia de conjugacdo, o mesmo AcM, e a mesma razdao molar (1:20) para 5 tipos de
guelantes diferentes. Eles obtiveram quantidades diferentes de quelantes por AcM para
cada quelante e esta incorporagdo ndao teve relagdo direta com a perda da
imunorreatividade.

Ja para o 82 estudo, os autores utilizaram trés quelantes diferentes e obtiveram a
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mesma quantidade de grupamentos incorporados por AcM (3) para valores de
imunorreatividade muito diferentes.

Uma caracteristica importante do quelante é o grupo quimico que se ligard ao
AcM. Os derivados de DOTA e DTPA mais utilizados para conjugacado de proteinas sdo o NHS-
éster e o p-SCN-Bn, pois estes grupos podem ser ativados in situ no momento da reagdo e

105, 107

terdo maior afinidade por aminas presente no AcM . Mas, o NHS-éster apresenta a

vantagem de ser menos imunogénico que o p-SCN-Bn. Jd que a resposta imunogénica

1y pareceu estar relacionada ao

encontrada em pacientes tratados com cT84.66-DTPA-
grupamento tioureia aromatico presente no p-SCN-Bn-DTPA. O uso de ésteres faz com que o
guelante macrociclico fique préximo a estrutura do AcM tornando-o pouco disponivel para

12 Hapteno é uma substancia

se apresentar ao sistema imunoldgico como um hapteno
antigénica de baixo peso molecular que sozinha ndao é capaz de induzir resposta
imunoldgica, a ndo ser quando ligada a outra substancia de peso molecular alto, como uma
proteina '*°.

O 99 estudo utilizou uma metodologia de conjugacdo andloga a empregada no
método 1 de conjugacao do presente trabalho. Observa-se que apesar do AcM utilizado ser
o0 mesmo (rituximabe) e a razdo molar Q:AcM ser menor (1:10), a incorporacao de apenas 3
quelantes por AcM produziu um imunoconjugado com 14% menos imunorreatividade
guando comparado ao imunoconjugado produzido no presente trabalho. Isto é mais uma
evidéncia de que o tipo de quelante é um fator muito importante na conjugacao.

O 102 e 0 112 estudos foram realizados pelo mesmo grupo e se assemelham com
o presente trabalho, pois utilizam o mesmo AcM, quelante e tampdo. Contudo estes
estudos apresentaram menor incorporagdo de quelante por AcM e menor
imunorreatividade. Foi possivel observar que a incorporacdo de apenas 3 quelantes a mais,
diminuiu a imunorreativiade em aproximadamente 20%.

Comparando os resultados deste trabalho com os onze estudos da TABELA 10,
apenas o 392 obteve numero de quelantes acoplados ao AcM maior que 4 e
imunorreatividade proxima a 90%, muito embora os autores ndao tenham apresentados os
resultados de imunorreatividade individualmente para cada condi¢ao, apenas uma média.

Com o levantamento bibliografico realizado, fica evidente a importancia de se
estudar caso a caso, as condicdes de conjugacdo para um dado AcM e um quelante

escolhido de modo a garantir a imunorreatividade do imunoconjugado resultante.
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Analisando os resultados obtidos e diante da discussdo apresentada, a razdo 1:50
foi escolhida para os demais experimentos, por apresentar preservacao da
imunorreatividade e maior pureza radioquimica determinada apds a radiomarcacdo (FIGURA

10).

5.4.2 Andlise da integridade estrutural do imunoconjugado por eletroforese em gel de

poliacrilamida

Com o objetivo de demonstrar a integridade do AcM apds a conjugacdo, a
eletroforese com gel de poliacrilamida (SDS-Page) é comumente utilizada comparando-se as
bandas do imunoconjugado com as bandas do AcM ndo conjugado 72,113,120, 121

O AcM conjugado pelos dois métodos e o AcM ndo conjugado foram reduzidos
com tampado redutor e analisados em gel de poliacrilamida e o resultado esta representado

na FIGURA 14.

225 kDa
150 kDa
110 kDa

75 kDa

50 kDa

35 kDa

25 kDa

FIGURA 14 - Eletroforese em gel de poliacrilamida do (1) AcM ndo conjugado; (2) AcM
conjugado pelo método 1 e (3) AcM conjugado pelo método 2. M = marcador de peso
molecular.

Apos a corrida no gel de poliacrilamida, ambos imunoconjugados apresentaram

duas bandas com peso molecular de aproximadamente 50 kDa e 25 kDa (FIGURA 14 - 2 e 3).
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Estas bandas correspondem a cadeia pesada e a cadeia leve da molécula de IgG que foram
separadas devido a quebra das pontes de dissulfeto.

As mesmas bandas com o mesmo padrdo de peso molecular foram observadas
para o AcM ndo conjugado, indicando que ndo houve degradacdo do AcM devido a

conjugacao (FIGURA 14 - 1).

5.4.3 Estabilidade do imunoconjugado

Para determinar o prazo de armazenamento do imunoconjugado, em outras
palavras o prazo de validade, utilizou-se alguns dos parametros descritos por Lam e
colaboradores (2015)’° para avaliacdo da estabilidade do pertuzumabe-Bz-DTPA, tais como
pH, aparéncia e integridade por CLAE, além da porcentagem de DOTA e agregados.

Os parametros avaliados, as especificacdes e os resultados obtidos para o AcM
conjugado pelo dois métodos, estdo descritos na TABELA 11 (método 1) e TABELA 12
(método 2).

Logo apds a conjugacdo observou-se, pelo perfil de CLAE, que para o método 2
houve uma maior formacao de agregados (FIGURA 15), contudo esta quantidade ndo foi

maior do que a encontrada no AcM conjugado pelo método 1 (P = 0,9943).

mAu

' Método 2

Método 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Minutos

FIGURA 15 - Perfil de CLAE do AcM anti-CD20 conjugado ao DOTA pelos dos dois métodos.
(1) = agregados; (2) = anti-CD20-DOTA.
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TABELA 11 - Estabilidade do anti-CD20-DOTA (1:50), conjugado pelo método 1 e armazenado a 2-8 °C. Resultados expressos em média + DP.

Parametro

Resultados

Especificagao

Tempo de armazenamento (meses)

0,7 2 4 8 10
% Anti-CD20-DOTA (%) =99 99,85+0,22 99,72+0,06 9940041 9919+0,06 98,52+1,79 97,24+0,01
% Agregado (%) <1 0,14 £ 0,27 0,26 £ 0,06 0,50+0,13 0,57+0,03 0,83 +0,25 1,44 + 0,06
% DOTA (%) <0,5 0,01 £0,02 0,02+0,01 0,10+ 0,39 0,24 £ 0,09 0,65+ 0,88 1,32+0,02
pH 6,0-6,5 Passou Passou Passou Passou Passou Passou
Aparéncia Limpido e incolor Passou Passou Passou Passou Passou Passou
Particulas visiveis Auséncia Passou Passou Passou Passou Passou Passou

TABELA 12 - Analise dos parametros de qualidade do anti-CD20-DOTA (1:50), conjugado pelo método 2 e armazenado a 2-8 °C. Resultados

expressos em média + DP.

Resultados
Parametro Especificagao Tempo de armazenamento (meses)
0 0,7 1,5 2 3
% Anti-CD20-DOTA (%) =99 99,54+0,02 99,54+0,27 99,54+0,06 99,43+0,11 99,22 +0,09
% Agregado (%) <1 0,44 +0,03 0,42 +0,39 0,41 +0,03 0,53 +0,05 0,61+0,03
% DOTA (%) <0,5 0,01 +£0,02 0,04 £ 0,06 0,05 0,09 0,04 £ 0,06 0,17+£0,11
pH 6,0-6,5 Passou Passou Passou Passou Passou
Aparéncia Limpido e incolor Passou Passou Passou Passou Passou
Particulas visiveis Auséncia Passou Passou Passou Passou Passou
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A porcentagem de agregado e DOTA livre aumentam discretamente com o
tempo de armazenamento, independente do método de conjugacao.

Para o método 1 (TABELA 11), o aumento de agregados e DOTA é significante
(P<0,001) quando se compara o primeiro e ultimo (102) més, ao passo que o AcM conjugado
pelo método 2 (TABELA 12), ndo apresentou aumentos expressivos de agregado e DOTA
durante o periodo de armazenamento estudado (3 meses) (P=0,1928 para quantidade de
agregados e P=0,9795 para quantidade de DOTA).

Comparando-se os dois métodos nos tempos de 0, 0,7 e 2 meses, ambos ndo
apresentaram diferencgas na formacgao de agregados (P > 0,994) durante o armazenamento.

Embora o método 2 aparentou ser mais estavel em relacdo ao desacoplamento
de DOTA, a comparagao da porcentagem de DOTA com o método 1, realizada até o segundo
més de armazenamento, indicou que ambos produzem conjugados estaveis (P = 0,4975).

Na FIGURA 16 estdo apresentados os cromatogramas do anti-CD20-DOTA
conjugado pelo método 1 e armazenado por até 10 meses sob refrigeracdo, na qual foi
possivel observar que a quantidade de agregados e DOTA livre aumentou discretamente em

virtude do tempo de armazenamento.
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FIGURA 16 - Estudo de estabilidade por CLAE do AcM anti-CD20 (1:50) conjugado pelo
método 1 e armazenado a 2-8 °C. (1) = agregado; (2) = anti-CD20-DOTA e (3) = DOTA livre.

Ambos o0s imunoconjugados apresentaram pH e aparéncia dentro das
especificacOes e auséncia de particulas visiveis durante todo o tempo estudado (TABELA 11 e
TABELA 12).

Todavia, o AcM conjugado pelo método 1 atendeu as especificacdes de % de
agregado e % DOTA somente até o 42 més de armazenamento e este foi o prazo de validade
estabelecido para este imunoconjugado (TABELA 11).

Diferentemente do imunoconjugado anterior, o AcM conjugado pelo método 2
apresentou resultados condizentes com as especificacdes durante todo o tempo estudado.
Provavelmente esta tendéncia seria seguida, dado os resultados encontrados, contudo,
devido a auséncia de dados mais tardios, a validade deste imunoconjugado foi estabelecida
como 3 meses (TABELA 12).

Os prazos de validade foram satisfatérios considerando os resultados

75 . . .
encontrados por Lam e colaboradores 7, que produziram um imunoconjugado de
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pertuzumabe-DTPA para marcacdo com ~~“In e este se mostrou estavel por até 4 meses sob

armazenamento a 2 - 8 °C.

5.4.4 Desenvolvimento do radioimunoconjugado: estudo das condi¢des de radiomarcagao

A) Definigcdo da atividade especifica

A atividade de *’LuCl; incorporada por mg do anticorpo, em outras palavras, a
atividade especifica do radiofarmaco, é uma propriedade importante do ponto de vista do
desenvolvimento de novos radiofarmacos °. De forma geral, radiofdrmacos com baixa
atividade especifica tém baixo valor em termos de aplicacdo clinica, uma vez que as
moléculas ndo radiomarcadas competem com as radiomarcadas pela ligacao in vivo com o
receptor, bem como aumenta a toxicidade devido aos efeitos fisioldgicos desta ligacdo. Em
contraste, a atividade especifica muito elevada pode promover a desnaturacao da proteina,
em decorréncia da radidlise *°.

Para definir a melhor atividade especifica do anti-CD20-DOTA-""Lu,
primeiramente estudou-se a influéncia da massa na radiomarcacdo e para tanto, diferentes
massas do anti-CD20-DOTA, conjugado na razdo 1:50, foram radiomarcadas com 37 MBq (1
mCi) de *’Lu. Além disto, a estabilidade do radioimunoconjugado foi avaliada apds

armazenamento a 2 - 8 °C por até 72 horas (FIGURA 17).

s 1005
S 1 A EB Imediato
g 8o E 8 24 h apés a radiomarcacgdo
£ 1 E [ 48 h apés a radiomarcagdo
§- 60 [ 72 h apés a radiomarcacgio
-g 401 E
S ==
8 1E
o 201 E3
S
= 4
a
0- T T
0,1 0,2 0,5
Massa (mg)

FIGURA 17 - Influéncia da massa de imunoconjugado na pureza radioquimica. Condi¢des de
radiomarcacio: imunoconjugado 1:50, 37 MBq (1 mCi) de *’LuCls, 350 rpm. Resultados
obtidos por CCD e expressos em média £ EPM (n > 3).
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As condicBes que apresentaram melhores resultados foram 0,2 mg/37 MBq, 0,5
mg/37 MBq, 1 mg/37 MBq e as massas de 0,2 e 0,5 mg foram radiomarcados com diferentes
atividades (FIGURA 18 e FIGURA 19).

EA Imediato

@ 24 h apds a radiomarcagdo
[ 48 h apds a radiomarcacio
3 72 h apés a radiomarcagdo

Pureza radioquimica (%)

Atividade especifica

FIGURA 18 - Influéncia da atividade na pureza radioquimica da marcacdo de 0,2 mg de
imunoconjugado (1:50). Resultados obtidos por CCD e expressos em média + EPM (n > 3).

Pureza radioquimica consideravelmente alta foi observada quando 0,2 mg de
imunoconjugado foi radiomarcado com 37, 74, 148 e 185 MBq de Yy (FIGURA 18). Quando
a pureza radioquimica foi analisada como uma fungdo de tempo (estabilidade), observou-se
uma diferenca significativa (P <0,0001) entre os quatro grupos, sobretudo influenciado pela
baixa pureza radioquimica observada no primeiro grupo (0,2 mg / 18,5 MBq) e pelo

decréscimo na pureza radioquimica com o decorrer do tempo.
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FIGURA 19 - Influéncia da atividade na pureza radioquimica da marcacdo de 0,5 mg de
imunoconjugado (1:50). Resultados obtidos por CCD e expressos em média + EPM (n > 3).

Quando uma massa maior do anti-CD20-DOTA (0,5 mg) foi radiomarcada

(FIGURA 19), a pureza radioquimica aumentou no tempo imediato, contudo este aumento

nao foi significativo quando comparado com a massa de 0,2 mg (P = 0,1508). Observou-se

também uma melhor estabilidade (armazenamento a 2 - 8 °C) para a maioria das atividades

estudadas, mas os mesmos também ndo foram significativos, comparados a massa de 0,2

mg, tanto para o tempo de 24 horas, quanto para o tempo de 48 horas apds a

radiomarcacao (P > 0,05).

O resumo das radiomarcagdes realizadas para definir a atividade especifica esta

apresentado na TABELA 13.
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TABELA 13 - Estudo da influéncia da atividade especifica na pureza radioquimica do Anti-

CD20-DOTA-'""Lu. Resultados expressos em média £ DP (n 2 3).

Massa do Anti- Atividade de Atividade especifica
CD20-DOTA 77yl % Pureza radioquimica do do Anti-CD20-DOTA.
Anti-CD20-DOTA-"""Lu (CCD) -
(mg) (MBq / mCi) Lu (MBg/mg)
0,1 37/1 89,73 £9,60 370
0,2 18,5/0,5 48,77 £ 0,22 92,5
0,2 37/1 85,00 £+ 12,55 185
0,2 74 /2 83,71 £ 16,46 370
0,2 148 /4 90,52 +7,12 740
0,2 185/5 96,42 + 2,46 925
0,5 18,5/0,5 75,63 £ 29,01 37
0,5 37/1 94,48 + 3,23 74
0,5 74 /2 96,64 + 2,12 148
0,5 148 / 4 95,10 £ 5,42 296
0,5 185/5 96,47 £ 3,68 370
1 37/1 92,60 5,60 37

O estudo da influéncia da atividade especifica na pureza radioquimica foi

realizado para diferentes massas de imunoconjugado e resultados de pureza radioquimica

alta foram obtidos para radiomarcagdes utilizando-se 0,5 mg do imunoconjugado, para

atividade especifica variando de 74 a 370 MBg/mg. O mesmo pode-se dizer para a massa de

0,2 mg com a atividade especifica de 740 MBg/mg e 925 MBq/mg (TABELA 13).



Copiulo® 11

ESTUDOS DE CONJUGACAO E RADIOMARCACAO

Entretanto, quando a radiomarcacdo foi realizada com uma massa pequena de

177 . ;.
Lu, a pureza radioquimica apresentou grande

imunoconjugado e baixa atividade de
variabilidade entre as radiomarcacdes, resultando em uma pureza radioquimica média
inferior a 90%. Isto pode ser observado quando 0,1 mg do imunoconjugado foi
radiomarcado com 37 MBq; 0,2 mg com 18,5 MBq; 0,2 mg com 37 MBq e 0,5 mg com 18,5
MBq.

Aparentemente, o uso de uma massa muito pequena, especialmente quando

Y71y, resulta na diminuicdo do rendimento de marcacao,

combinado com baixa atividade de
para uma mesma atividade especifica (TABELA 13).

A melhor atividade especifica, que resultou em rendimento radioquimica alto, foi
925 MBqg/mg, contudo, a atividade especifica de 740 MBqg/mg apresentou melhor
estabilidade (FIGURA 18).

A atividade especifica de 740 MBg/mg é maior do que a encontrada por Audicio
e colaboradores (300 MBg/mg)*, Repetto-Llamazares e colaboradores (120 - 220 MBg/mg)
3 e Forrer e colaboradores (296 MBg/mg) °* .

Em um estudo clinico realizado em 2013, 31 pacientes portadores de diferentes

tipos de LNH refratdrios foram tratados com diferentes doses de anti-CD20-DOTA-'""L

u,
radiomarcado com uma atividade especifica de 296 MBg/mg. A taxa de resposta global foi
de 52% e muitos pacientes apresentaram remissao completa por vdrios meses. Ressalta-se,
porém, que todos os pacientes receberam duas doses de 250 mg de rituximabe ndo
radioativo, por m? de drea de superficie corpdrea antes da administracdo do radiofdrmaco ’.
Este é um dos protocolos utilizados na radioimunoterapia, pois os receptores
existentes em células de LNH (CD20, CD22, CD74, CD33 entre outros) estdo também
presentes em células B normais. Portanto, a administracdo prévia de rituximabe ndo
radioativo bloqueia o receptor CD20 impedindo assim, a biodistribuicio desfavoravel
especialmente no bago 44,65
Entende-se, portanto, que embora a atividade especifica seja uma grandeza

177

importante, no caso do anti-CD20-DOTA-""'Lu, ela teria uma menor importancia, dado o

protocolo de tratamento.

B) Defini¢do do tempo, temperatura e pH de marcagéo

Como ja mencionado, o protocolo padrao de radiomarcacdo foi baseado no
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estudo publicado por Lewis e colaboradores em 1994. Deste modo, a reacdo padrdo de
radiomarcag¢ao ocorreu a 43 °C por 1 hora em pH de 5,5 -6,0.

Mas com o intuito de melhorar o rendimento radioquimico, a atividade
especifica anteriormente estuda (925 MBg/mg) que resultou em pureza radioquimica alta,
equivalente a condicdo de radiomarcacdo de 0,2 mg / 185 MBq, foi submetida a
radiomarcacdo em diferentes tempos, temperaturas e pHs.

Os dados estao expressos na FIGURA 20 e indicam uma diferenga consideravel
entre os grupos estudados (P = 0,0080).

O aumento da temperatura da radiomarcacdo (50 °C), ndo promoveu aumento
da pureza radioquimica em nenhum dos pHs estudados (P>0,05). Embora muitos estudos
tenham relatado bons rendimentos radioquimicos em pH neutro * ¥ 3 78 79 93 agte
resultado nao foi observado em qualquer condicdo estudada para este tampao (acetato de
sodio).

Usando um pH de 5,5, os melhores resultados foram observados quando a
marcacao foi realizada a 43 °C (P <0,05).

Embora o anti-CD20 seja um anticorpo robusto >1 é conhecido gque a exposicao
das proteinas as temperaturas elevadas, durante periodos de tempo prolongados, promove

108

a sua desnaturacdo . Isso pode explicar a queda acentuada na pureza radioquimica,

guando o anticorpo foi radiomarcado a 50 °C por mais de 1 h 30 minutos.

-pH 5,5
-pH 5,5
-pH 7,0
-pH 7,0

Pureza radioquimica (%)

30 min 1h 1h30min 2h

Tempo de reagdo

FIGURA 20 - Influéncia da temperatura, tempo e pH na radiomarcacdo. Condi¢cbes de
radiomarcacdo: 0,2 mg do imunoconjugado, 185 MBqg (5 mCi) de Y7 ucl;, 350 rpm.
Resultados obtidos por CCD e expressos em média + EPM (n = 3).
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Considerando a temperatura de 43 °C e pH 5,5, o aumento no tempo de reacao
de 30 minutos para 1 hora, promoveu um incremento na pureza radioquimica, embora esta
diferenca ndo tenha sido significativa (P = 0,2132). Entretanto, o aumento do tempo de
reacdo para 1h30 e 2h, ndo resultou em melhor pureza radioquimica (P = 0,208 e 0,1289
respectivamente), provavelmente por promover maior efeito de radidlise sobre o
imunoconjugado (FIGURA 20).

Este estudo confirmou a melhor condi¢cdo encontrada por Lewis e colaboradores
e a condicdo padrdo de radiomarcacdo no presente trabalho foi mantida (43 °C por 1 hora,

pH acido).

5.4.5 Estudos com alta atividade de Lu-177
A) Estudo da influéncia do volume de radiomarca¢do e massa do imunoconjugado

A atividade especifica de 740 MBqg/mg foi extrapolada para uma condi¢do de
aplicagdo clinica, ou seja, a atividade do radioisétopo foi ajustada para 1.480 MBq (40 mCi),
e a massa do imunoconjugado para 2 mg. A escolha desta atividade foi baseada na atividade
terap@utica utilizada por Forrer e colaboradores ” >

Inicialmente, foi avaliada a influéncia do volume final da reacdo (FIGURA 21) e
gquando a mesma foi realizada no volume de 1 mlL, a pureza radioquimica foi

significativamente maior (P = 0,033) comparada a reacdo que ocorreu com volume de 0,5

mL.

1001
g‘\o‘ o
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0,5mL 1mL
Volume final da radiomarcagdo

FIGURA 21 - Influéncia do volume de tampao na radiomarcagdo. Condi¢des: 2 mg (1:50);
1.480 MBq (40 mCi) de *’LuCls; 1 hora a 43 °C; tamp3o acetato de sédio 0,4 M pH 5,5;
agitacdo de 500 rpm (imediato ndo purificado). Resultados obtidos por CCD e expressos em
média * EPM (n > 4).
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Em seguida, foi avaliado o efeito da massa de imunoconjugado (FIGURA 22). A
avaliacdo estatistica revelou que ndao houve diferenga significativa entre a pureza

radioquimica encontrada para as massas de 2 e 5 mg (P = 0,524).

100+
:'3: o
g 801 —
= ] 1
'S 604
o
i) 1
® 401
E -
5 20
[N 4

0 T
2mg 5mg
Massa de rituximabe-DOTA (1:50)

FIGURA 22 - Influéncia da massa de imunoconjugado na radiomarcacdo. CondicGes de
radiomarcacgo: 1.480 MBq (40 mCi) de *"’LuCls; 1 hora a 43 °C; tamp3o acetato de sédio 0,4
M pH 5,5; volume final de 1 mL e agitacdo de 500 rpm (Imediato ndo purificado). Resultados
obtidos por CCD e expressos em média £ EPM (n > 4).

B) Estudo da influéncia do tampdo de radiomarcagdo na pureza radioquimica

Com o intuito de aumentar a pureza radioquimica do radioimunoconjugado foi
avaliado outro tampdo de radiomarcacdo, acetato de amoénio 0,25 M, e a sua influéncia na
pureza radioquimica foi avaliada.

Quando 2 mg de imunoconjugado foram radiomarcados com 1.480 MBq de Ly
neste tampdo (acetato de amonio 0,25 M pH 5,5), observou-se um incremento na pureza
radioquimica de cerca de 14%, quando comparado ao tampdo acetato de sédio 0,4 M pH
5,5, no entanto, este incremento ndo foi significativo (P = 0,0712) (FIGURA 23). A
comparagao foi realizada com a pureza radioquimica obtida no tempo imediato sem
purificacdo.

Os tampdes acetato de amonio e citrato de amoénio sdo preferiveis para a
radiomarca¢cdao de metais como o Y-90 e Lu-177, pois assim evita-se a contaminagao com
outros metais, presentes na composicio do tamp3o, e estabiliza o cation Lu®*" pela formacdo

177

de um complexo fraco [*’Lu]acetato ou [*’Lu]citrato .

Além da troca do tampao, a partir deste momento a diluicdo do quelante passou
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a ser realizada em dgua e ndo mais em tampao fosfato 0,2 M pH 8,5. Com isto, esperava-se
diminuir a hidrélise da por¢ao NHS-éster do quelante a qual pode ocorrer em pH alcalino,
uma vez que o quelante hidrolisado interfere direta e negativamente na eficiéncia de

conjugacgao 122
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FIGURA 23 - Influéncia do tampao na radiomarcagdo. Condig¢des: 2 mg (1:50); 1.480 MBq (40
mCi) de 177LUC|3; 1 hora a 43 °C; pH 5,5. Pureza radioquimica determinada por CLAE.
Resultados expressos em média + EPM (n > 3).

A variacdo do pH do tampao acetato de aménio 0,25 M nao promoveu melhora
significativa (P = 0,719) na pureza radioquimica (FIGURA 24). Mas devido ao pH 6,5 ter
promovido uma pureza radioquimica discretamente maior e este pH ser comumente

12,78

utilizado para este tampao , 0 tampado acetato de amodnio 0,25 M pH 6,5, foi escolhido

para os demais estudos.
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FIGURA 24 - Influéncia do pH na radiomarcacdo utilizando-se tampdo acetato de amoénio
0,25 M. CondicBes: 2 mg (1:50); 1.480 MBq (40 mCi) de *’LuCls; 1 hora a 43 °C. Pureza
radioquimica determinada por CLAE. Resultados expressos em média £ EPM (n = 3).

5.4.6 Avaliagio da estabilidade do anti-CD20-DOTA-"""Lu

A) Estudo do efeito de agentes estabilizantes

Como mencionado no item 5.4.2 B, radiofarmacos emissores a®" ou B
frequentemente sofrem radidlise durante a preparacdo e armazenamento. O AcM afetado
pela radidlise ndo se liga preferencialmente no tumor, e portanto, a radiacdo pode contribuir
para a toxicidade. Por este motivo, muitas vezes torna-se necessdrio a adicdo de
estabilizantes em preparacdes radiofarmacéuticas obtidas com alta atividade.

0 anti-CD20-DOTA-""’Lu radiomarcado com atividade alta foi diluido em NaCl 0,9
% e sua estabilidade analisada por CCD apds armazenamento a -20 °C por 24 horas na

auséncia e presenca de agentes estabilizantes. Estes resultados estdo expressos na TABELA

14.
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TABELA 14 - Estabilidade do anti-CD20-DOTA-"""Lu (2 mg / 1.480 MBq), purificado em PD-10,
apos armazenamento sob congelamento (-20 °C) Pureza radioquimica determinada por CCD
(Média = DP) (n = 3).

Quantidade das espécies (%)

Anti-CD20-DOTA-"""Lu DOTA-""Lu Yy
Estabilizante
Imediato 24 horas Imediato 24 horas Imediato 24 horas

D+C 90,7+0,5 84,3+0,9 4,3+0,5 10,4+4,3 9,9+0,3 3,0%4,2
D+ AA (10

90,44,8 74,0+18,0 3,7£3,3 25,7+17,7 5,9+1,5 0,3+0,4
mg/mL) + C
D + AG (10

91,944,5 78,3+11,8 4,1+1,4 13,816,8 9,1+4,7 7,916,4
mg/mL) + C

D+ E (10% v/v)
90,3+7,8 66,817,0 8,0+0,03 18,08+10,6 7,8%2,6 15,0%3,6
+C

D = Dilui¢do; C = Congelamento; AA = Acido ascérbico; AG = Acido gentisico; E = Etanol

A adicao de agentes estabilizantes antioxidantes como o 4cido gentisico e acido
ascorbico é uma pratica usual para estabilizar o radiofarmaco. Além destes agentes, a
diluicdo da amostra final também é uma estratégia para diminuir os efeitos da radidlise.

O congelamento foi empregado em todas as condig¢des, pois se sabe que quando
empregado logo apds a radiomarcacdo, a interacdo dos radicais livres (formados com a
radidlise indireta), com o AcM é diminuida 123

Chakrabarti e colaboradores (1996) 123 yelataram gue o uso de acido ascorbico na
concentracdo de 11 mg/mL, foi capaz de preservar 81% da imunorreatividade do AcM T-101
radiomarcado com Y-90 na atividade especifica de 1.258 MBg/mg e portanto seu uso foi
encorajado neste trabalho.

Entretanto, o uso de acido ascérbico ndo impediu que a pureza radioquimica do
anti-CD20-DOTA-"Lu diminuisse 16% em 24 horas. Na realidade, a adicdo de conservantes
nao promoveu incremento significativo na estabilidade (P > 0,2 para todas as condigGes).

A melhor condi¢ao foi encontrada quando o radioimunoconjugado foi diluido em

solugdo de cloreto de sddio 0,9% (salina) e congelado.
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B) Estabilidade em condicbes de transporte

O estudo da estabilidade do anti-CD20-DOTA-"""Lu pretendeu avaliar uma
condicdo final que pudesse ser utilizada para o transporte do produto para diferentes
localidades do pais. O Centro de Radiofarmacia utiliza uma embalagem para transporte de
moléculas marcadas que dispde de um reservatdério interno para acondicionar o
radiofarmaco congelado em gelo seco. Por este motivo, avaliou-se a estabilidade do anti-
CD20-DOTA-Y"’Lu & -20 °C, por um tempo suficiente que fosse possivel viabilizar a
distribuicdo aos centros clinicos.

Além disso, este estudo simulou uma eventual situacdo na clinica médica em que
apos o recebimento e descongelamento do radiofdrmaco, o mesmo seria armazenado sob
refrigeragcdo até a administragao ao paciente.

Assim, o anticorpo radiomarcado foi diluido e mantido a -20 °C por 4 horas
(FIGURA 25 A), este tempo simulou o tempo médio de transporte do radiofarmaco, para
regides proximas ao centro produtor (IPEN). Apds 4 horas, a amostra foi descongelada e
mantida sob refrigeracdo (2 - 8 °C) por até 6 horas.

O congelamento por 24 horas e 48 horas (FIGURA 25 B e C) simulou o transporte
para regides mais distantes. Assim como na condicdo anterior, o anti-CD20-DOTA-'""Lu foi
mantido a -20 °C por 24 ou 48 horas, transcorrido este tempo, foi descongelado e mantido
sob refrigera¢do por 6 horas. Os perfis cromatograficos obtidos por CLAE para o tempo de

até 24 horas estdo apresentados na FIGURA 26.

Os perfis de CLAE indicaram que a quantidade de 7 u-DoTA/Y’Lu aumentam
conforme o tempo de armazenamento e apds 24 horas de armazenamento a -20 °C, ha
formacdo de uma espécie com tempo de retengdo menor do que o pico principal do
radioimunoconjugado. Esta espécie corresponde a agregados proteicos que sdo formados
devido a radidlise do AcM (FIGURA 26).

O imunoconjugado radiomarcado na atividade especifica de 740 MBqg/mg

apresentou estabilidade alta em todas as condigdes de armazenamento estudadas.
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FIGURA 25 - Estabilidade do anti-CD20-DOTA radiomarcado com alta atividade de Lu-177 (2
mg/1.400 MBq; 740 MBq/mg). Em (A), resultados da estabilidade apds armazenamento por
4 horas a -20 °C; em (B), apdés armazenamento por 24 horas a -20 °C, seguido de
armazenamento por 6 horasa 2 - 8 °C e em (C), apds armazenamento por 48 horas a -20 °C,

seguido de armazenamento por 6 horas a 2 - 8 °C. Resultados obtidos por CCD e expressos
em média + DP (N=2).
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FIGURA 26 - Perfis cromatograficos (CLAE) do radioimunoconjugado (740 MBq/mg)
armazenado em diferentes condicdes. D = Diluicdo; C = Congelamento e R = refrigeragdo.

O imunoconjugado radiomarcado em outras atividades especificas (296 e 925
MBqg/mg) também tiveram suas estabilidades analisadas (FIGURA 27 e FIGURA 28).

Ndo foram encontradas diferengas significativas na estabilidade entre as
atividades especificas de 740 MBg/mg e 296 MBqg/mg para o tempo de 24 horas (P=0,7280)
e para o tempo de 48 horas (P =0,6126) (FIGURA 25 e FIGURA 26).

A atividade especifica de 925 MBg/mg ndo foi submetida a analise estatistica
pois possui um N=1, impossibilitando a analise. Contudo, foi possivel observar que a pureza
radioquimica diminui apds 6 horas de descongelamento do radicimunoconjugado tanto
para o tempo de 24 horas (FIGURA 28 A), quanto para o tempo de 48 horas (FIGURA 28 B)

apos a radiomarcacgao. Isto indica que quando radiomarcado com atividade especifica mais

alta, o AcM sofre acentuada radidlise apés 3 horas de armazenamento a 2 - 8 °C.
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FIGURA 27 - Estabilidade do anti-CD20-DOTA radiomarcado com alta atividade de Lu-177 (2
mg/1.400 MBq; 296 MBq/mg). Em (A), resultados da estabilidade apds armazenamento por
24 horas a -20 °C, seguido de armazenamento por 6 horas a 2 - 8 °C e em (B), apds
armazenamento por 48 horas a -20 °C, seguido de armazenamento por 6 horas a 2 - 8 °C.
Resultados obtidos por CCD e expressos em média £ DP (N=2).
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FIGURA 28 - Estabilidade do anti-CD20-DOTA radiomarcado com alta atividade de Lu-177 (2
mg/1.850 MBq; 925 MBq/mg). Em (A), resultados da estabilidade apds armazenamento por
24 horas a -20 °C, seguido de armazenamento por 6 horas a 2 - 8 °C e em (B), apds
armazenamento por 48 horas a -20 °C, seguido de armazenamento por 6 horas a 2 - 8 °C.
Resultados obtidos por CCD e expressos em média + DP (N=2).

Com o intuito de comparar os resultados obtidos com outros trabalhos, a base

de dados PubMed foi consultada. Foram realizadas trés buscas com palavras chaves

177

diferentes, a saber: (1) in vitro stability and radiopharmaceutical and ~"’Lu, (2) stability and

177 177

antibody and ~"’Lu e (3) in vitro stability and antibody and ~*“Lu. As pesquisas recuperaram
23, 16 e 12 trabalhos respectivamente (consulta realizada em 09 de dezembro de 2015).

A secdo de métodos de todos os trabalhos foi analisada e ndo foi encontrado
nenhum estudo que se assemelhasse ao realizado no presente trabalho. Os estudos
comumente encontrados utilizaram incubacdo do AcM ou peptideo em temperatura

ambiente ou 37 °C.
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Conclui-se, portanto, que o imunoconjugado radiomarcado com atividade
especifica de 296 e 740 MBg/mg, pode ser diluido em solugdo salina e imediatamente
congelado por até 48 horas possibilitando o seu transporte. Decorrido este tempo, o
radioimunoconjugado pode ser descongelado e armazenado sob refrigeracdo por até 6
horas antes de ser administrado ao paciente com garantia de pureza radioquimica superior a
91%.

Ja para a atividade especifica de 925 MBg/mg, o radioimunoconjugado pode ser
administrado até 3 horas apés seu descongelamento, independente do tempo que ele ficou
congelado (24 ou 48 horas), também com garantia de pureza radioquimica superior a 91%.
Ressalta-se que para esta atividade especifica, o resultado é preliminar, pois o estudo foi

realizado com numero de amostra igual a 1.

C) Estabilidade em plasma

O estudo de estabilidade do radioimunoconjugado em plasma humano (TABELA

177

15), indicou que o anti-CD20-DOTA-"""Lu ndo ligado as proteinas sofre metabolismo lento

177

pelas enzimas do plasma e cerca de 73% do complexo AcM-DOTA-"""Lu continua intacto

apos 72 horas de incubacao.

TABELA 15 - Estabilidade in vitro do anti-CD20-DOTA-""’Lu (740 MBq/mg) diluido em plasma
humano (proteinas precipitadas). Resultados expressos em média + DP (N=2).

Tempo de incubagdo Pureza radioquimica (%)
Imediato purificado 99,36 £ 0,31

24h 84,45 + 4,96

48 h 78,50 + 8,27

72h 73,88+1,41

A estabilidade em plasma do radioimunoconjugado foi muito menor quando

. . 4,8,75,113, 121
comparada com trabalhos ja publicados ™™ > =~

. Essa diferenca pode ser explicada em
parte, pelo método utilizado pelos outros autores. Enquanto que para este estudo, foi

realizada a analise da pureza radioquimica apds a precipitacdo das proteinas plasmaticas, os
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demais estudos citados utilizaram colunas de exclusdo molecular (para andlise em CLAE ou
contador gama/calibrador de dose) ou CCD sem a precipitagdo prévia das proteinas. A
precipitacdo destas proteinas é importante, pois, como serd discutido mais a frente, AcMs se
ligam em grande proporcao a elas.

Este ultimo caso representa os estudos realizados por Rasaneh e colaboradores

177

(2009) que avaliaram a estabilidade em soro humano do trastuzumabe-DOTA-"""Lu por até

96 horas de incubacdo. Eles relataram pureza radioquimica de 85% apds o periodo estudado
8

5.4.7 Radiomarcagao com alta atividade especifica do AcM conjugado pelos métodos 1 e 2

As comparac¢Oes entre os dois métodos de conjugacdao no que diz respeito ao
numero de quelantes por anticorpo e a estabilidade do imunoconjugado a 2 - 8 °C foram
realizadas oportunamente nos item 5.4.1 B e 5.4.3, respectivamente. Neste item avalia-se de
forma comparativa a radiomarcacdo realizada com estes dois imunoconjugados.

Na  FIGURA 29 relaciona-se a pureza radioquimica encontrada apds a
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radiomarcacdo de 0,2 mg dos imunoconjugados com 148 MBq (4 mCi) de ~"'Lu, antes e apds

a purificagdo em coluna de exclusdo molecular (PD-10).
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FIGURA 29 - Pureza radioquimica do AcM conjugado pelos dos dois métodos e radiomarcado
com Lu-177 (740 MBg/mg). INP = Imediato ndo purificado e IP = Imediato purificado em
coluna de exclusao molecular. Resultados expressos em média + DP (N>4).
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O método 2 de conjugacdo resultou em um discreto aumento do nimero de
guelantes acoplados ao AcM (TABELA 8) e consequentemente uma pureza radioquimica
maior, porém sutil, quando comparado ao método 1 (P=0,0489). Para ambos os métodos, a
pureza radioquimica apds a purificacdo foi significativamente maior (P<0,001 para método 1
e P=0,021 para método 1). Contudo, a pureza radioquimica obtida apds a purificagdo para os
dois métodos, foi igualmente alta (P=0,9810).

Isto indica que ao se empregar uma etapa de purificacdo apds a marcacgao,
gualquer método de conjugacao pode ser utilizado.

O método 2 apresenta a vantagem de ser rapido (2 h / 37 °C) e em menos de 5
horas é possivel obter o imunoconjugado purificado pronto para a radiomarcacdo. No
entanto, a alta incorporacdo de quelantes por AcM encontrada neste método, pode
interferir na estabilidade pds radiomarcacao.

Este estudo de estabilidade, portanto, é importante para definir o melhor

método de conjugacdo a ser empregado.

5.4.8 Estudos in vitro

A) Ligagdo in vitro do anti-CD20-DOTA-""Lu as proteinas do plasma

O sangue contém 93% de agua e os 7% restantes é composto por diferentes
compostos dissolvidos, especialmente proteinas, sendo a albumina a principal proteina,
correspodendo a 5% do total do plasma ***.

Essas proteinas exercem a funcdo de transportar diferentes substancias, como
farmacos, pela corrente sanguinea, e para tanto é necessario que estas substancias se
liguem as proteinas plasmaticas. Esta ligagdo é um fendmeno reversivel e nao especifico
dependendo de muitos fatores, tais como pH e carga da droga, afinidade pelas proteinas
plasmaticas, tamanho da droga, entre outros ***.

Assim como os farmacos ndo radioativos, os radiofdarmacos podem se ligar as
proteinas plasmaticas e aqueles que possuem isétopos metdlicos podem sofrer um processo
chamado de transquelagdo. Isso ocorre quando ha a troca de ions metalicos, que estado
acoplados ao quelante, com as proteinas plasmaticas. Os anticorpos monoclonais

radiomarcados com DOTA, apresentam maior estabilidade in vivo com pouca, ou nenhuma,
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transquelagdo .

A ligacdo as proteinas do plasma afeta diretamente a biodistribuicao do
radiofarmaco aos tecidos de interesse. Portanto, é necessario determinar a extensdo dessa
ligacdo em qualquer radiofdrmaco novo, antes da sua utilizacdo *.

Os resultados de ligagdo do anti-CD20-DOTA-"’Lu as proteinas do plasma est3o

representados na FIGURA 30.
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FIGURA 30 - Ligacdo in vitro do anti-CD20-DOTA-"""Lu (740 MBq/mg) as proteinas do plasma.

Resultados expressos em média + DP (N=2).

A quantidade de anti-CD20-DOTA-'"’Lu ligado as proteinas séricas aumentou
significativamente (P = 0,024) com o tempo de incubacdo variando de 29,68% + 2,16 ap0ds 4
horas de incubagdo a 68,75% + 2,89% apds 72 horas de incubagao.

Drogas que possuem taxa alta de ligacdo as proteinas sérica apresentam baixo
volume de distribuicdo, cinética de eliminag3o lenta e meia vida plasmatica longa ***. Todas
estas caracteristicas também sdo préprias de moléculas de peso molecular alto como IgG e
AcM 2,

A maior ligagdo as proteinas plasmaticas provavelmente deixa o anti-CD20-""’Lu
menos disponivel para sofrer acdo da atividade das enzimas séricas, o que faz com que sua
degradacdo seja mais lenta, conforme evidenciado no estudo de estabilidade em plasma

(TABELA 15) **°.
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B) Influéncia da atividade especifica na ligagdo as células
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A influéncia da atividade especifica do anti-CD20-"""Lu sobre a ligacao especifica

N , . . 6 s os ~
as células foi avaliada com 1,5x10" células Raji e os resultados estdao expressos na FIGURA

31.

1
- -

Ligacdo especifica (%)
(o)}

L} L]
296 MBg/mg 370 MBg/mg 740 MBq/mg 925 MBg/mg
Atividade especifica

FIGURA 31 - Influéncia da atividade especifica do anti-CD20-DOTA-"""Lu na ligacdo as células

Raji. Estudo realizado com 1,5x10° células por atividade especifica. Resultados expressos em
média * EPM (N=1).

Observou-se que a ligacdo especifica as células aumentou conforme aumentou a
atividade especifica. Isso é esperado, pois quanto maior a atividade especifica, menor a
guantidade de moléculas ndo radiomarcadas que podem competir pelos receptores
celulares.

Devido ao numero de replicatas (N=1) ndo foi possivel realizar andlise estatistica.

Sugere-se, portanto, a realizacao de novos estudos.

C) Imunorreatividade do imunoconjugado radiomarcado com alta atividade especifica
Como ja discutido, a imunorreatividade é um controle de qualidade importante
para AcMs radiomarcados e pode ser afetada por diversos fatores. Um destes fatores é a

atividade especifica do radioimunoconjugado, pois o AcM pode sofrer maior radidlise na

presenca de atividades mais altas de Y.

A imunorreatividade do AcM conjugado pelo método 1 e 2 e radiomarcado com

atividade especifica de 740 MBq/mg esta representada na FIGURA 32.
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FIGURA 32 - Imunorreatividade do AcM conjugado pelos dois métodos de conjugacdo e
radiomarcado com atividade especifica de 740 MBg/mg (N=3).

Foi possivel observar que o AcM conjugado pelo método 1 teve sua
imunorreatividade preservada (r = 0,893) mesmo quando radiomarcado com alta atividade
especifica e ndo houve diferenca quando comparado ao imunoconjugado radiomarcado com
atividade especifica de 37 MBg/mg (r = 0,898 - FIGURA 13 - item 5.4.1 E).

O AcM conjugado pelo método 2 apresentou imunorreatividade 15% menor (r =
0,743), no entanto, este valor nao foi significativo (P=0,597 - teste t).
E importante ressaltar, que apesar da andlise estatistica ndo ter apresentado
diferencga, a diminuicao de 15% da imunorreatividade é relevante, ainda mais considerando
gue esta diferenca se deu pela incorporagdo de apenas 1,24 quelantes por AcM a mais do
que para o método 1 (TABELA 8).

Mesmo assim, a imunorreatividade encontrada foi maior do que os estudos

apresentados na TABELA 10, considerando a razao molar empregada, o método e o nimero

de quelantes por AcM.
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5.5 CONCLUSOES

Os resultados encontrados nesta etapa do estudo permitiram concluir que:

v' a melhor razdo molar AcM:DOTA encontrada foi 1:50, pois apresentou melhor
resultado de pureza radioquimica e imunorreatividade satisfatoéria;

v' ambos os métodos de conjugacdo estudados n3o causaram danos estruturais na
molécula do AcM;

v" 0 método 2 de conjugacdo conferiu maior pureza radioquimica (ndo purificado) do
gue o método 1 e preservacao da imunorreatividade;

v"a melhor metodologia de radiomarcac3o foi quando a reac3o ocorreu em um volume
final de 1 mL de tampado acetato de amoénio 0,25 M pH 6,5, sob agitacao de 500 rpm,
e temperatura de 43 °C durante 1 hora;

v/ a adicdo de agentes estabilizantes n3o melhorou a estabilidade do
radioimunoconjugado, sendo necessario apenas diluicdo e congelamento para
preservacao da pureza radioquimica;

v/ para se obter pureza radioquimica superior a 95%, o radioimunoconjugado necessita
de purificagdo apds a radiomarcagao;

v" o radioimunoconjugado apresentou estabilidade alta em plasma humano in vitro e
ligacdo alta as proteinas do plasma;

v a melhor atividade especifica encontrada foi 740 MBq/mg, pois apresentou
estabilidade relevante por mais de 48 horas apds a radiomarcacao, sendo possivel a
logistica para lugares distantes do centro produtor (IPEN);

v/ a atividade especifica de 925 MBg/mg mostrou-se promissora, pois apresentou
porcentagem de ligacdo as células, pureza radioquimica apds purificacdo e

estabilidade a -20 °C. Contudo, a estabilidadeapds o descongelamento é menor.
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Neste capitulo apresentam-se os objetivos especificos, métodos, resultados,
discussdo e conclusdes referentes aos estudos in vivo que constituiram a terceira etapa do

trabalho.

6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos desta etapa do trabalho foram:
v’ Desenvolver um modelo tumoral de linfoma ndo - Hodgkin a partir de células de linfoma
de Burkitt (Raji);

Y70 em

v’ Caracterizar o perfil farmacocinético e de biodistribuicdo do anti-CD20-DOTA-
camundongos sadios;

v Avaliar a biodistribuicdo do anti-CD20-DOTA-""’Lu em camundongos com tumor;
v’ Avaliar a estabilidade do anti-CD20-DOTA-""Lu em soro in vivo em camundongos sadios;
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v’ Determinar o tempo de residéncia no organismo do Anti-CD20-DOTA-"""Lu por meio de

estudos de corpo inteiro.

6.2 MATERIAIS
6.1.1 Infraestrutura

Os ensaios foram realizados nos laboratdrios de Pesquisa e Desenvolvimento do
Centro de Radiofarmdcia (CR), no laboratdério de Cultivo Celular do Centro de Biotecnologia
(CB) e no Biotério, sendo todas as dependéncias sitiadas na area do IPEN. Esses laboratérios
forneceram toda a infraestrutura necessdria para a manipulacdo de materiais radioativos,

células e animais, respectivamente.
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6.1.2 Reagentes
Os principais reagentes utilizados nesta etapa do trabalho foram:
v’ anti-CD20-DOTA-""Lu com pureza radioquimica superior a 95%;
v" Agua purificada - Purificador Milli-RX 45 (Millipore, EUA);
v’ Cloreto de sédio (Merck, Alemanha);
v’ Etanol (Merck, Alemanha);
v Gentamicina para uso celular (Sigma Aldrich, EUA);
v" Meio de cultura RPMI 1640 (Cultilab, Brasil);
v’ Penicilina: estreptomicina (Cultibab, Brasil);
v' Soro fetal bovino (Cultilab, Brasil).
v Anestésico para uso animal cloridrato de quetamina - Dopalen (Ceva, Brasil);

v’ Relaxante muscular para uso animal cloridrato de xilasina - Ansedan (Vetbrands, Brasil).

6.1.3 Equipamentos e demais materiais
Os principais equipamentos e materiais utilizados neste trabalho foram:
v’ Balanca analitica M220 (Denver Instrument, EUA);
v’ Calibrador de atividade CRM™- 35R (Capintec, EUA);
v’ Centrifuga refrigerada Mikro 220 (Hettich, Alemanha);
v’ Contador automatico tipo poco com cristal Nal (Tl) - D5002 cobra Il (Packard-Camberra,
EUA);
v GraphPad Prism 5.00® (GraphPad Software, Inc., USA);
v’ Seringa de insulina com agulha de 12,7 x 0,33 mm (BD, EUA);
v Material plédstico descartdvel em geral, tais como ponteiras, pipetas, tubos cdnicos tipo
Falcon e placas de cultura;

v’ Pipetas automaticas (Brand, Alemanha; Socorex, Suica e Eppendorf, EUA).

6.1.4 Células Radji de linfoma de Burkitt humano
As células Raji, derivadas de linfoma de Burkitt humano foram cultivadas no

Centro de Biotecnologia conforme descrito no item 5.2.4.
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6.1.5 Camundongos Swiss e SCID
Os camundongos das ragas Swiss e SCID utilizados neste trabalho foram
fornecidos pelo biotério do IPEN - CNEN/SP (Sdo Paulo, SP, Brasil). Todos os experimentos
foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do IPEN (Projeto n°
97/12/CEUA-IPEN/SP) como consta no Anexo A, e realizados de acordo com as normas
estabelecidas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL).
A escolha por se utilizar fémeas foi devido a maior disponibilidade deste sexo no
biotério.
Os animais foram mantidos no biotério nas seguintes condi¢cdes de criagao e
estas condicdes foram reproduzidas quando os animais estiveram em experimentacao:
v' Temperatura ambiente: 22 + 2° C;
v lluminacdo artificial com ciclo de 12 horas de luz / 12 horas de escurid3o;

v Racdo e dgua ad libitum.

6.3 METODOS
6.3.1 Estudos de biodistribuicao em camundongos Swiss sadios

O método invasivo foi utilizado nos estudos de biodistribuicdo. Injetou-se por
via endovenosa caudal 2,22 MBq (60 uCi) do anticorpo radiomarcado diluido em 100 pL de
solucdo salina 0,9%. Apds 1, 24, 48, 72, 96, 168, 232 horas os animais foram anestesiados
(com solucdo de quetamina e xilasina) e eutanasiados por deslocamento cervical, em
seguida os principais 6rgaos foram retirados e pesados. Por fim, foi avaliada a radioatividade
de cada d6rgdo em um contador gama tipo poco. Foram calculadas as porcentagens da
atividade injetada por 6rgdo (% Al, EQ. 6.1) e por grama de drgdo (% Al/g, EQ. 6.2) por
intermédio da média das contagens da quintuplicata de um padrdo da atividade
administrada. Os ensaios foram realizados em quadriplicata.

cpm 6rgao

% Al = ———  x 100
o cpm padrdo EQ. 6.1

peso 6rgdo (g)xcpm padr do




Capitulo &
ESTUDOS IN VIVO

Para calcular a porcentagem de atividade injetada presente nos musculos, % Al
(musculo), e nos ossos, % Al (ossos), dos animais, retirou-se o musculo da coxa e o fémur dos
camundongos e calculou-se a porcentagem de atividade por grama. O peso dos musculos foi

assumido como 40% (EQ. 6.3) e dos ossos como 12% (EQ. 6.4) do peso total do camundongo

126

cpm musculo X 40 X peso do animal (g) EQ. 6.3

0 =
% Al (0ss0) peso musculo (g) X cpm padrio

cpm fémur X 12 X peso do animal (g) EQ. 6.4

Al =
(0ss0) peso osso (g) X cpm padrio

6.3.2 Estabilidade do anti-CD20-DOTA-'""Lu em plasma in vivo

Injetou-se por via endovenosa caudal 2,22 MBq (60 uCi) do anticorpo
radiomarcado diluido em 100 pL de solugdo salina 0,9%. Apds 1, 24, 48, 72, 96, 168, 232
horas os animais foram anestesiados (com solugdao de quetamina e xilasina) e eutanasiados
por deslocamento cervical. Apds a abertura da cavidade toracica, o sangue foi coletado por
puncdo cardiaca com auxilio de uma seringa.

Em seguida, o sangue foi centrifugados a 3.000 rpm por 5 minutos para a
obtencdo do plasma. Uma aliquota do plasma foi analisada por cromatografia em camada
delgada, utilizando como fase estacionaria placas de ITLC-SG e fase mdvel tampao citrato de
sédio 0,1 M pH 5,0 e NaOH 10 mM em NaCl 0,9%. . Os ensaios foram realizados em

guadruplicata.

6.3.3 Identificagdao das principais espécies presentes na urina

Os mesmos animais utilizados nos estudos de biodistribuicdo foram utilizados
para este estudo. Desta forma, injetou-se por via endovenosa caudal 2,22 MBq (60 uCi) do
anticorpo radiomarcado diluido em 100 pL de solugdo salina 0,9%. Apds 1, 24, 48, 72, 96,

168, 232 horas os animais foram anestesiados (com solu¢do de quetamina e xilasina) e



Capitulo 6 ),
ESTUDOS IN VIVO

eutanasiados por deslocamento cervical. Apds a retirada dos 6rgdos para a realizacao dos
estudos de bidistribuicdo, a urina acumulada na bexiga foi retirada com auxilio de uma
seringa. Estas amostras foram analisadas por cromatografia em camada delgada, utilizando
como fase estacionaria placas de ITLC-SG e fase mdvel tampao citrato de sédio 0,1 M pH 5,0.

Apds a cromatografia, os R das principais espécies radioativas presentes na urina
foram identificados e inseridos em um grafico correlacionando a presenca destas espécies
com o tempo apds a administracdo endovenosa do radioimunoconjugado. Os resultados

foram expressos como a média das espécies.

6.3.4 Estudos farmacocinéticos em camundongos Swiss sadios

Injetou-se por via endovenosa caudal 0,222 MBq (60 pCi) do anticorpo
radiomarcado diluido em 100 plL de solucdo salina 0,9%. Apds 1, 24, 48, 72, 96, 168, 232
horas , os animais foram anestesiados (com solu¢do de quetamina e xilasina) e coletou-se 60
pL de sangue pelo plexo orbital dos camundongos utilizando um tubo capilar heparinizado. A
radioatividade do sangue foi analisada em um contador gama tipo poc¢o e os dados foram
ajustados no programa GraphPad Prism 5.00®, apds o ajuste para um modelo de distribuicdo
em dois compartimentos, caracterizado por duas exponenciais, uma de decaimento rapido e
outra de decaimento lento. Os parametros farmacocinéticos meia-vida de distribui¢do (tya),
meia-vida de eliminagdo (tyfB), constante de distribuicdo (a) e constante de eliminacao (B),
bem como a area sob a curva de concentracdo plasmatica versus tempo, foram calculados

utilizando o mesmo programa. A depuracdo (CL) foi calculada pela equacao:

| = Dose injetada (cpm) EQ. 6.5

Area sob a curva

O volume de distribuicao (Vd) foi calculado pela equacdo:

CL
Vd = F X peso do animal (kg) EQ. 6.6
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Por fim, a meia vida efetiva foi calculada mediante a seguinte equacao:

t% biol égica X t% fisica EQ. 6.7

th = —— —
t% bioldgica + t¥% fisica

6.3.5 Estudos de captacdo de corpo inteiro em camundongos Swiss sadios

Com o objetivo de avaliar a excrecdao e o tempo de residéncia no organismo do
radiofarmaco, foram realizados estudos de corpo inteiro em camundongos Swiss sadios.
Injetou-se, por via endovenosa caudal, 11 MBq (300 uCi) do anti-CD20-DOTA-'""Lu diluidos
em 100 pL de solugdo salina 0,9 %. Decorridas 1 a 720 horas apds administracdo, os animais
foram confortavelmente imobilizados e posicionados sob o colimador da gama camara para
determinacdo das contagens acumuladas durante trés minutos. Os resultados foram
expressos em porcentagem da atividade injetada presente no organismo em razdo do
tempo, considerando-se como 100 % a média das contagens imediatamente apds a

administracdo. Os ensaios foram realizados em quadruplicata.

6.3.6 Desenvolvimento de modelo tumoral em camundongos SCID

Foram utilizados 6 (seis) camundongos SCID (fémeas) de quatro a oito semanas
de idade e 15 a 30 gramas de peso.

Inicialmente foram inoculados, via subcutidnea no dorso dos animais, trés
diferentes ndmeros de células (1, 2 e 5 x 10° células), utilizando-se um animal para cada
guantidade de célula. Estes animais foram observados semanalmente a fim de constatar
crescimento tumoral.

O animal em que foi observado crescimento de massa sélida, foi eutanasiado e
esta massa solida foi retirada e encaminhada para analise histopatoldgica.

Em posse de um resultado positivo para linfoma, este mesmo nimero de células
foi inoculado em mais trés camundongos que foram observados semanalmente, com o

objetivo de confirmar o modelo tumoral.
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6.3.7 Estudos de biodistribuicao em animais com tumor

O método invasivo foi utilizado nos estudos de biodistribuicdo. Injetou-se por via
endovenosa caudal 3,7 MBq (100 uCi) do anticorpo radiomarcado diluido em 100 uL de
solugdo salina 0,9 %. Apds 1 e 4 horas da injegao, os animais foram eutanasiados, e seus
principais 6rgdos e o tumor foram retirados e pesados. Por fim, foi avaliada a radioatividade
de cada orgdo em um contador gama tipo poco. O calculo da porcentagem da atividade
injetada por érgdo (% Al) e por grama de 6rgdo (% Al/g), % Al nos musculos e % Al nos 0ssos,

foram realizados conforme citado no item 6.3.1. Os ensaios foram realizados em triplicata.

6.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.4.1 Estudos farmacocinéticos

O estudo farmacocinético é uma ferramenta que fornece uma descricdo
guantitativa da distribuicdo do composto no organismo. Processos como a absorcao,
distribuicdo, metabolismo e excre¢do sdao descritos pelos parametros farmacocinéticos 127,

Para se obter estes parametros farmacocinéticos, é necessario construir uma
curva de concentracdo plasmatica versus tempo e aplicar a esta curva certos modelos
matematicos. Estes modelos podem ser ndao compartimentais ou compartimentais e
permitem a simulacdo dos processos de absorc¢do, distribuicdo e elimina¢do de um farmaco
128.

A curva de clareamento sanguineo do imunoconjugado radiomarcado pode ser

observada na FIGURA 33.
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FIGURA 33 - Curva de clareamento sanguineo do anti-CD20-DOTA-"""Lu em camundongos

Swiss fémeas sadias (N=4).

Esta curva de clareamento sanguineo foi utilizada para cdlculo dos parametros

YLy, os quais sao apresentados na TABELA 16. Os

farmacocinéticos do anti-CD20-DOTA-
parametros foram calculados apds ajuste dos dados para um modelo de decaimento em

duas exponenciais ou modelo bicompartimental.
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TABELA 16 - Parametros farmacocinéticos do anti-CD20-DOTA-’Lu determinados em
camundongos Swiss fémeas sadias (N=4).

Parametro
Simbolo Valor
Farmacocinético
Tempo de meia-vida da
ty, a 0,79 h
fase rapida ou distributiva
Tempo de meia-vida da
ty, B 127,1h
fase lenta ou de eliminagdo
Constante de distribuicao a 0,88 h'
Constante de eliminagao B 0,005 h™
Depuracgao CL 0,04 mL.h™
Volume de distribuicao vd 0,007 L
Tempo de meia vida
tyE 71,76 h

efetiva

O anti-CD20-DOTA-"""Lu apresentou meia-vida de distribuicdo (t, o) de 0,79
horas e meia vida de eliminacgdo (ty, B) de 127,1 horas (TABELA 16).

A depuracdo (CL) de um farmaco do organismo descreve a eficiéncia do processo
de eliminacdo, que é irreversivel, e pode ser considerado como o parametro que relaciona
sua velocidade de eliminagdo com a concentracao plasmatica 128 0 anti-CD20-DOTA-""Lu
apresentou uma depuracdo lenta, o que influencia diretamente na ty, B.

Outro parametro a ser avaliado é o volume de distribuicdo (Vd), que ndo é um
volume real, e sim um volume hipotético de fluido corporal que seria necessario para
dissolver a quantidade total de droga na mesma concentragao em que é encontrada no
sangue. E uma constante que relaciona a concentracdo plasmatica e a quantidade de
farmaco no organismo em um dado tempo. O volume de distribuicdo reflete, portanto, a
extens3o em que o farmaco esta presente nos tecidos extravasculares **° 128, 0 anti-CD20-

DOTA-'""Lu apresentou baixo volume de distribuicdo (0,007 L), indicando que ele permanece
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por mais tempo no espaco vascular e se distribui lentamente para os tecidos *%%.

Em um sistema bioldgico, a eliminagdo de um fdrmaco do organismo é
dependente da meia vida fisica do radionuclideo, que decai independentemente de
qgualquer processo, e da meia vida bioldgica, que é ditada pelo perfil farmacocinético e
farmacodinamico da molécula carreadora. A associacdao destes dois processos fornece a
meia vida efetiva de um radiofarmaco. Ela deve ser adequada para o estudo que se propoe.
Para radiofarmacos utilizados em diagndstico, ela deve ser longa o suficiente para permitir a
realizacdo do exame e curta o suficiente para nao fornecer uma dose desnecessaria ao
paciente. Ja para radiofdrmacos utilizados em terapia, ela deve ser longa o suficiente para
permitir o tratamento da doenca **, especialmente quando concentradas nos tecidos alvos,
neste caso os tumores.

Por fim, o anti-CD20-DOTA-""Lu apresentou meia vida efetiva de

aproximadamente 72 horas (TABELA 16), adequada para a utilizacdo em radioimunoterapia.

6.4.2 Biodistribuicao, metabolismo e estabilidade em plasma do anti-CD20-DOTA-'""Lu

Os AcMs sdo substancias grandes e apolares e a sua biodistribuicdo apresenta
mecanismos diferentes comparados as moléculas menores. A difusdo através das células do
endotélio vascular, mecanismo muito usado por moléculas pequenas, ¢ muito lenta e a
acredita-se que a conveccdo, ou dragagem pelo solvente, é o mecanismo primario
responsavel pelo transporte dos AcMs dos sangue para o tecido **°.

Os mecanismos de eliminacdo de farmacos mais comuns sdo: (1) filtracdo,
eliminando o farmaco pela urina; (2) secrecdo, eliminando o farmaco pela bile e
consequentemente pelas fezes e (3) biotransformacdo por meio de metabolismo ou
catabolismo. A eliminacdo renal, que é primariamente a via de eliminacdo de pequenas
moléculas, é relativamente sem importancia para IgG intactas, jd que seu tamanho impede
uma filtracdo eficiente pelos glomérulos *°. Desta forma, se moléculas maiores que 60.000
g/mol ndo sdo filtradas pelos glomérulos b a captacdo renal encontrada, associada com a
captacdo alta no figado (FIGURA 34) indicam que o radiofarmaco sofre acentuado

metabolismo hepatico e posterior eliminagao dos metabdlitos pela urina.
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FIGURA 34 - Biodistribui¢do do anti-CD20-DOTA-"""Lu (2,22 MBg, 60 pCi) em camundongos
Swiss fémeas sadios (N=4).

A secrecdo pela bile é uma importante via de eliminacdo de IgA, mas ndo

177
Lu nos

significante para IgG 125 explicando assim a baixa captacdo do anti-CD20-DOTA-
intestinos (FIGURA 34).

A considerdavel atividade captada no bago é devida ao acumulo de linfécitos B
neste 6rgdo “. Esta captacio pode ser Gtil, em parte, como uma medida indireta da
imunorreatividade in vivo, sobretudo nos tempos iniciais do estudo.

A eliminagao do IgG ocorre, especialmente, por catabolismo intracelular seguido
de endocitose mediada por receptor. Este tipo de mecanismo pode ocorrer apds a interacdo
dos dominios Fab do anticorpo com os epitopos encontrados nas superficies das células 123
Este mecanismo também explica a alta captagdo esplénica, pois como o bago possui muitos
linfécitos B, estes seriam responsdveis, em partes, pelo catabolismo do AcM.

Ao avaliar os perfis cromatograficos da urina (FIGURA 35) dos camundongos que
receberam o anti—CD20—DOTA—177Lu, observou-se nos tempos mais tardios uma maior
porcentagem da espécie com perfil cromatografico compativel com DOTA-'""Lu (R¢= 0,6 a
0,8). Isto indica, provavel metabolismo do AcM, com quebra de ligacdo AcM-DOTA. Deve-se
ressaltar que a técnica empregada neste estudo possibilita determinacdo apenas dos

produtos de metabolismo que carregam o elemento radioativo, ndo sendo possivel avaliar
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metabdlitos da estrutura proteica ndo radioativos.
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FIGURA 35 - Perfil cromatografico (CCD) da urina coletada em diferentes tempos de
camundongos sadios apdés a administracio endovenosa do anti-CD20-DOTA-'"Lu.
Resultados expressos em média (N=4).

A captacdo dssea é comumente assumida como um controle da estabilidade in

1 . . ;.
81,93 Esse tecido capta ativamente o lutécio

vivo de moléculas radiomarcadas com lutécio
ndo ligado, sendo um bom indicador da pureza radioquimica das marcacdes e de

estabilidade in vivo perante descomplexacdo, especialmente nos tempos iniciais. A captacao

177 177

dssea do anti-CD20-DOTA-"""Lu foi insignificante (FIGURA 34) se comparada a do ~""Lu livre,
a qual atinge niveis de 10% e 26% da atividade injetada, no fémur e cranio respectivamente,
24 horas apds a administracdao 3 Estes resultados confirmam a estabilidade alta complexo
DOTA-"""Lu in vivo.

0 estudo de estabilidade do anti-CD20-DOTA-'"’

Lu em plasma de camundongo in
vivo também evidencia a estabilidade do complexo (TABELA 17). Conforme o anticorpo foi
metabolizado houve uma maior liberacdo de DOTA-*"Lu guando compado ao lutécio livre. A
espécie DOTA-'""Lu é provavelmente a principal espécie encontrada no perfil cromatografico
da urina dos camundongos (FIGURA 35). Esta baixa liberacdo de *’’Lu contribui para a baixa

captacdo dssea encontrada nos estudos de biodistribuicdo (FIGURA 34).
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TABELA 17 - Estabilidade do anti-CD20-DOTA-"""Lu in vivo em plasma de camundongos Swiss
fémeas sadias. Pureza radioquimica determinada por CCD e resultados expressos em média
+ DP (n=4).

Tempo apés DOTA-""Lu
Anti-CD20-DOTA-"""Lu (%) 7Ly (%)

i.e. (%)
Imediato 95,66+0,01 1,85+0,00 2,4910,22
1h 92,7240,02 3,48+0,03 3,80+0,01
24h 90,72+0,03 2,22+0,03 6,99+0,04
48h 88,78+0,03 5,85+0,06 5,37+0,02
72h 87,49+0,05 5,3240,06 7,1940,04
96 h 87,67+0,12 4,58+0,02 7,75%0,04
168 h 89,45+0,10 3,2340,09 7,32+0,06
232 h 77,58+0,06 8,94+0,07 13,48%0,06

i.e. injecdao endovenosa

6.4.3 Estudo de captacao de corpo inteiro

O estudo de captacdo de corpo inteiro foi realizado com o objetivo de
determinar o tempo de residéncia no organismo e estimar a excrecdo do anti-CD20-DOTA-
7 Lu. Os resultados foram expressos em porcentagem da atividade injetada retida no
organismo em razao do tempo apds a administracdo endovenosa e sdao mostrados na
FIGURA 36. Pode-se observar que o perfil de eliminacdo do anticorpo radiomarcado é lento,

e que apds 720 horas da injecdo endovenosa, cerca de 36% da atividade injetada

permaneceu no organismo.
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FIGURA 36 - Cinética de corpo inteiro do anti-CD20-DOTA-'"Lu em camundongos Swiss
fémeas sadias (N=4).

Os dados utilizados para construir a curva da FIGURA 36 foram ajustados para
um modelo de decaimento de uma exponencial (monocompartimental) utilizando o
programa estatistico GraphPad Prism® 5.00 para calculo da meia-vida bioldgica (t;) e da

Y71u apresentou ty, de 102,8

constante de eliminagdo do organismo (Kej). O anti-CD20-DOTA-
h e Ko de 0,007 h'l, compativeis com o clareamento sanguineo lento do
radioimunoconjugado.

Como ja discutido no item 6.4.2, a eliminacdo de uma droga do corpo depende

. . 12
de diversos fatores, mormente se tratando de anticorpos .

6.4.4 Desenvolvimento do modelo tumoral

Para este trabalho utilizou-se camundongos SCID, uma vez que camundongos
Nude foram utilizados anteriormente em uma tentativa de desenvolvimento tumoral, mas
n3o houve sucesso ',

O camundongo SCID apresenta um gene mutante autossOmico, situado no
cromossomo 16. A maioria dos homozigotos nao possuem imunoglobulinas dos tipos IgA,
IgM ou IgG, mas alguns animais tém baixissimos niveis de alguma ou das trés. Os érgdos
linféides desses animais se apresentam com um décimo do seu tamanho normal. Timo,
linfonodos e o bago estdo completamente destituidos de linfécitos. Os animais homozigotos
sao totalmente deficientes de linfocitos T e B e suas células esplénicas ndo respondem a

estimulos de mitose para células B ou T; por esta razdo, ndo rejeitam transplantes e
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provavelmente tumores xenograficos *>°

Esses animais, portanto, apresentam uma imunodeficiéncia severa (SCID - severe
combined immunodeficient).

Das trés concentragdes de células testas (1,2 e 5 x 10° células em 100 uL de PBS),
apenas a concentragdo de 2x10° células em 100 UL apresentou crescimento tumoral apds 5
semanas da inoculagdo subcutanea.

A massa tumoral foi retirada e encaminhada para analise histopatolégica no
Centro Veterindrio de Anatomia Patoldgica. Segundo o laudo "o quadro morfoldgico foi

compativel com Linfoma."

A foto do corte histolégico esta representada na FIGURA 37 e o laudo anatomo-

patoldgico estd anexo a este trabalho (ANEXO B).

FIGURA 37 - Corte histolégico do tumor desenvolvido em camundongos SCID. Em (A),
aumento de 100 X; em (B), aumento de 400 X.

6.4.5 Biodistribuicdo em camundongos com tumor
Na FIGURA 38 apresentam-se os resultados do estudo de biodistribuicdo do anti-

CD20-DOTA-"""Lu em camundongos implantados com tumor.
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FIGURA 38 - Biodistribuicdo do anti-CD20-DOTA-""Lu em camundongos SCID fémeas (N=3).

De forma geral, a biodistribuicdo em camundongos com tumor apresentou o
mesmo perfil da biodistribuicdo em animais sadios. Também neste caso, a baixa captacao

, . .ps . . 81,93
Ossea confirma a alta estabilidade in vivo °~ 7".

714 sofre intenso

A alta captacdo no figado indica que o anti-CD20-DOTA-
metabolismo hepatico e consequente eliminagao urinaria.

A captacdo no tumor foi significativa (0,37 £ 0,2% e 0,53 + 0,13%, para os tempos
de 1 h e 4 h respectivamente), e se manteve constante (P > 0,05) em virtude do tempo, o
gue indica a especificidade da ligagao, ja que ndo houve decréscimo dessa ligacdo apesar do
clareamento sanguineo. Outro dado que corrobora com esta especificidade, é o aumento no
valor da razdo tumor:sangue no decorrer do tempo, que sugere que a captacdo tumoral ndo
se deve ao aporte sanguineo do tumor, mas sim a sua ligacdo aos receptores (TABELA 18).

J4 no caso do figado, a razdo de 1 e 4 horas refletiu o clareamento sanguineo do

composto no 6rgdo. A razdo tumor:rins praticamente constante, confirma que via renal é

uma das vias de excrec¢ao do anticorpo.
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TABELA 18 - Razdes tumor:tecido calculadas para o anti-CD20-DOTA-'""Lu. Os dados
utilizados para o calculo foram os %Al/g ou mL obtidos por meio da biodistribuigdo do anti-
CD20-DOTA-"""Lu em camundongos SCID implantados com Rayji.

Tumor:tecido 1 hora 4 horas

Tumor:sangue 0,03 0,05
Tumor:rins 0,20 0,22

Tumor:figado 0,20 0,15

Considera-se esta captacdo tumoral como significativa, sobretudo porque o
estudo foi realizado para intervalos relativamente curtos apds a inje¢dao intravenosa. A
maioria dos estudos publicados avalia a captacao tumoral apds 48 horas, no minimo, da

94, 99, 131

injecdo intravenosa , sendo que alguns estudos pré-clinicos e clinicos realizam

29,77, 89,132

imagem apds 5 a 7 dias apds a injecao do anticorpo radiomarcado . Isso porque, a

captacdao tumoral de anticorpos monoclonais aumenta em virtude do tempo, e este

. , . . . . , , ~ 1
incremento é mais evidenciado devido ao clareamento sanguineo e dos érgaos 43,81

Para o presente trabalho, os estudos em tempos mais tardios ndo foram
realizados, pois devido a problemas na linhagem celular, ndo foi possivel reproduzir o

modelo tumoral.

6.5 CONCLUSOES
Os resultados encontrados nesta etapa do estudo permitiram concluir que o anti-

CD20-DOTA-"Lu:

v apresentou perfil farmacocinético compativel com anticorpos radiomarcados;

v’ apresentou meia-vida efetiva ideal para uso em radioimunoterapia;

v' possui estabilidade alta in vivo, evidenciada especialmente pela baixa captacdo
ossea;

v’ apresentou captacdo tumoral considerdvel mesmo em tempos mais curtos de estudo

e razdao tumor:tecidos nao alvo que corroboram com a especificidade da ligagao.
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Neste capitulo apresentam-se os objetivos especificos, revisdo bibliogréfica,
materiais, métodos, resultados, discussdes e conclusdes referentes aos estudos de

liofilizacdo que constituiram a quarta e ultima etapa do trabalho.

7.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos desta etapa do trabalho foram:

v’ Estudar as condic¢des de liofilizacdo do anti-CD20-DOTA de forma a preservar a estrutura
do anticorpo;

v/ Avaliar a influéncia da liofilizacdo do anti-CD20-DOTA sobre a eficiéncia de
radiomarcacao;

v’ Avaliar a influéncia da liofilizacdo do anti-CD20-DOTA sobre a imunorreatividade.

7.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ESPECIFICA

7.2.1 Breve historico
A liofilizacdo pode ser definida como o processo de secagem de um produto

previamente congelado em que a maior parte da dgua é removida por sublimacgdo (secagem

133,134

primaria) e entdo por dessorcao (secagem secundaria) . E conhecida como o melhor

método para obtencdo de produtos desidratados de alta qualidade e é muito utilizado em
materiais em que se pretenda manter a viabilidade ou atividade biolégica no estado

133

desidratado A liofilizacdo é largamente utilizada em medicamentos para aumentar a

estabilidade e o tempo de armazenamento para drogas termolabeis, especialmente
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proteinas 135,136

A primeira aplicacdao da liofilizagdo para preservar preparagbes bioldgicas
ocorreu por volta de 1930, com um interesse em preservar o plasma humano, devido a alta
demanda deste material durante a Segunda Guerra Mundial 137,

A origem do termo liofilizagcdo é atribuida por causa dos poros naturais do
produto seco e sua caracteristica "liofilica" para reabsorver rapidamente o solvente e

restaurar a substancia em seu estado original ** 3.

7.2.2 Vantagens e desvantagens da liofilizacao
A liofilizagcdo é uma técnica que oferece muitas vantagens para o processo de

~ , 1 . .
producdo de farmacos, %8 descritos a seguir:

A) Preservagdo da atividade
A liofilizacdo é conhecida como o mais suave de todos os métodos de
congelamento e é frequentemente usada para preservacdo de moléculas que exibem
atividade bioldgica ou outra atividade. Em alguns casos, por exemplo proteinas, é possivel
preservar ndo somente a estrutura ou outras moléculas complementares para atividade.
Outro exemplo, é que bactérias apresentam retencdo da viabilidade ap6s a liofilizacdo .
Dentre as muitas razdes, inerentes ao processo de liofilizacdo, que contribuem
para a conservacao de estruturas e viabilidade de produtos biolégicos, podem-se citar:
e O processo opera a baixas temperaturas, protegendo espécies termolabeis. Mesmo
qgquando o calor é aplicado para prover a energia de sublimacdo da umidade durante
secagem primaria, a por¢cdao "molhada" da amostra permanece congelada e somente o gelo
evapora;
e A imobilizacdo associada com o congelamento impede o contato entre as moléculas
quimicamente reativas;
e Enzimas degradantes ou bactérias ndo podem atuar em temperaturas tao baixas;
e A liofilizacdo é um processo a vacuo e a auséncia de oxigénio impede reacbes de

oxidacao.
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B) Retengdio da forma
A imobilizagdo que ocorre como consequéncia do congelamento impede a
migracdo de moléculas ndo-covalentes para a fronteira de secagem, resultando na retencao

da forma 3.

C) Facilidade de reconstituigdo

Quando uma solucdo aquosa é congelada, sob as condicGes corretas, agua pura é
congelada em uma estrutura ramificada que também é chamada de gelo dendritico. A
solugdo concentrada entdo congela intersticialmente entre sua matriz. O material liofilizado
estruturalmente consiste em lacunas formadas pela remoc¢do do gelo dendritico do seu
redor. Esta estrutura possui uma grande area de superficie e é, portanto, facilmente

. . 1
dissolvida %,

D) Tempo longo de prateleira
A baixa concentragdo de umidade, geralmente abaixo de 2%, resulta em uma
boa estabilidade de armazenamento. Este longo tempo de prateleira facilita a producao, a

. . .~ . . . 138
distribuicdo e o armazenamento, reduzindo assim o custo do produto final =™.

E) Dosagem precisa
Farmacos devem possuir doses precisas e reprodutiveis. O material a ser
liofilizado sera introduzido na sua embalagem final como um liquido e pode, portanto, ser

dosado com mais precisdao do que na forma de pd 138

F) Produto estéril

Embora a esterilidade ndo seja inerente ao processo de liofilizacdo, o produto a
ser liofilizado pode ser esterilizado e o processo de produgao pode ser feito sob condi¢des
assépticas .

A liofilizacdo também apresenta desvantagens e dentre elas, destaca-se o tempo
e custo.

A liofilizagdo ndao é um processo rapido. Os tempos dos ciclos sdo raramente
menores que 24 horas. Com os processos extras como descongelamento, limpeza e

esterilizacdo, é raro que o liofilizador produza mais que trés lotes por semana 138



Capitulo 7140
ESTUDOS DE LIOFILIZACAO

Assim como muitos equipamentos sob medida, um liofilizador representa um
significante investimento de capital. No caso do liofilizador, hd a restricdo adicional da
producdo limitada. No ambiente de producdo, é necessdrio uma razodvel amortizacao,
consequentemente, a técnica é geralmente restrita a baixos volumes, aumentando o valor
dos produtos 138,

Por fim, os custos de operacdo sdo altos, notadamente porque o liofilizador é
extremamente ineficiente no seu uso de energia. Muita energia é necessaria para aquecer

poucos quilogramas de agua 138

7.2.3 Etapas da liofilizacao e do desenvolvimento de uma proteina liofilizada

A) Identificacdo das propriedades térmicas da formulagcdo antes da liofilizagcéo

O desenvolvimento de um ciclo robusto de liofilizacdo necessita da determinacdo
de alguns parametros criticos, que impactam diretamente na qualidade do produto. Uma
técnica utilizada para investigar o comportamento de solu¢des congeladas é a calorimetria
explanatodria diferencial (Differential Scanning Calorimetry - DSC). Com esta técnica, a
diferenca no fluxo de calor entre a amostra e uma fase inerte (referéncia), ¢ medida como
uma funcdo do tempo e temperatura. Ambas, a amostra e a referéncia sdo submetidas a
uma condicdo controlada de tempo, temperatura e pressdo. Este método pode medir
reacbes endotérmicas e exotérmicas durante o experimento. Usando-o, é possivel
determinar diferentes fases de transicdes térmicas, tais como temperatura de transicao
vitrea (Tg), temperatura de fusdo (Tn,), temperatura de cristalizagdo e a temperatura eutética
(Te)139-

Outro ponto critico e que deve ser conhecido é a temperatura de colapso (T.) da
matriz liofilizada. A T. é a temperatura na qual a dgua intersticial em uma matriz congelada
comeca a se tornar significantemente modvel, ou seja, o produto liofilizado perde sua
estrutura macroscépica e colapsa **°. A T, é geralmente 2 - 5 °C acima da TgBS.

Para determinar a temperatura de colapso utiliza-se um microscépico dptico
acoplado a uma camara de liofilizagdo. Durante esta andlise, a amostra é congelada sob

pressdo atmosférica, em seguida é aplicado um vdacuo predeterminado e uma taxa de
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aquecimento para permitir a sublimacdo do gelo. Esta condicdo é mantida até que se
alcance uma temperatura em que é possivel visualizar o colapso da estrutura. Neste ponto,
ocorre uma mudanca morfolédgica (degeneracdo) na camada de sublimacdo da amostra e
como resultado, bolsas de ar na frente de sublimacdo ou até mesmo buracos enormes
podem ser visto ao microscépio 139,

Conhecidos estes parametros, passa-se ao processo de estudo das etapas de
liofilizagao e como elas podem interferir na qualidade final do produto liofilizado.

O processo de liofilizagdo é divido em trés etapas principais: congelamento,
secagem primaria e secagem secunddria. Na FIGURA 39 estd esquematizado o processo geral

de liofilizacdo e cada etapa sera abordada com mais detalhes a seguir.

—r —7 Y= Saida . : .
. ee - < ‘2 e e ——
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FIGURA 39 - Etapas da liofilizacdo **.

B) Congelamento

A principal fungao do processo de congelamento é separar o solvente dos
solutos. Para um sistema aquoso, a agua formard cristais de gelo e os solutos serao
confinados na regido intersticial entre os cristais de gelo. A temperatura necessaria para
alcancar o completo congelamento da formulacdo dependera da natureza do solvente e

outros constituintes que compreendem a formulagao 134
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Durante o congelamento da solucdo todos os solutos ficam altamente

. , , . 1
concentrados, ou seja, o processo de congelamento é também um processo desidratante %,
Essa concentracao dos solutos eventualmente modifica a solu¢cdo de um liquido viscoso para

um vidro fragil, o qual contem cerca de 20 - 50% de agua 136

. A temperatura em que ocorre
esta transicao é denominada temperatura de transi¢do vitrea (Tg). Ou seja, é a temperatura
em que o material se apresenta em um estado vitreo, e ao mesmo tempo como uma solugao
viscosa. Nesta temperatura, o estado do material assemelha-se a uma borracha 136,139
Nesta etapa podem ocorrer além da alteragdo de viscosidade, mudancas nos
valores de pH decorrentes da cristalizacdo dos sais, reducdo das interagdes hidrofébicas
causadas pelo efeito desidratante da formacdo do gelo que remove a 4gua da proteina, forca
idnica, ponto de congelamento, tens3o superficial, entre outras **>.
A escolha do tampao utilizado na formulagdao é muito importante, pois ele pode
sofrer alteracGes bruscas de pH. Em pHs extremos, aumenta a repulsdo eletrostatica entre
as cargas iguais na proteina e isso tende a causar desdobramento e desnaturacdo proteica.

Deste modo a agregacdo proteica é fortemente afetada pelo pH 136

. Um exemplo cldssico de
tampao que causa esse tipo de deslocamento de pH, e portanto tem seu uso
desaconselhado na formulagio de proteinas liofilizadas, é o tamp3o fosfato **°.

A taxa de congelamento é extremamente importante, pois quando se utiliza uma
taxa de congelamento rapido, formam-se cristais de gelo menores, fazendo com que a area
de superficie do gelo seja maior, portanto, a interface gelo:agua também é maior e
consequentemente, maior a degradacdo da proteina 136,139, 141

A utilizacdo de taxa de congelamento lenta favorece a formacgao de cristais de
gelo maiores que quando sao sublimados, deixam espacos vazios grandes, pelos quais a 4gua
restante evapora mais facilmente **.

No congelamento tanto a desidratacdo quanto o congelamento podem induzir
desnaturacdao da proteina e alguns excipientes podem ser utilizados para minimizar estes
danos. Para proteger contra o congelamento, utilizam-se crioprotetores e para proteger
contra a desidratacdo, lioprotetores 138 0s crio e lioprotetores podem ser chamados de
excipientes.

Dentre os varios excipientes utilizados, é possivel citar os agucares/poliois

(sacarose, glicose, trealose, manitol), polimeros (dextran), solventes ndo aquosos

(etilenoglicol, glicerol, dimetilsulféxido), aminoacidos (glicina, prolina) e até mesmo a propria
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proteina, quando em altas concentracBes, age como protetor *°.

1
% Dentre os

Os acglcares e os aminoacidos sdo bons crio e lioprotetores
acucares, os monossacarideos como a glicose, lactose, maltose e maltodextrina, sdo bons
estabilizantes durante a liofilizacdo, impedindo o desdobramento da proteina. Todavia,
durante a estocagem eles sdo propensos a degradar a proteina via reacao de Maillard. O
resultado é a formacdo de uma pastilha marrom contendo a proteina degradada ao
contrario de uma pastilha branca contendo a proteina ativa ***.

Para evitar a reacdo de Maillard, as proteinas liofilizadas devem ser estocadas as

temperaturas abaixo de 0 °C, o que contradiz a propdsito de um produto liofilizado 1

C) Annealling
Depois do congelamento, o produto congelado pode ser termicamente tratado
para permitir a cristalizacdo eficiente de alguns excipientes, como o manitol e a glicina e/ou

142

aumentar o tamanho dos cristais de gelo ~"°. O processo de annealing nada mais é que

manter o produto congelado abaixo da T, por um periodo de tempo definido e depois
continuar o congelamento até a temperatura desejada 135,139

Como os excipientes sdo eficientemente cristalizados, a T, da formulagdo
aumenta permitindo a realizacdo da secagem primdaria em uma temperatura mais alta ou
simplesmente aumentando a faixa de seguranca para se evitar o colapso; além disso, este
proccesso melhora a homogeneidade da pastilha e aparéncia do produto final 12

O processo de annealing abaixo da T, causa crescimento dos cristais de gelo, o
qual diminui a resisténcia do fluxo de vapor de agua e resulta em tempo menor de secagem
primaria. Por outro lado, o annealing reduz a superficie da drea do produto e isto pode levar

ao aumento na umidade residual do produto final ou demandar tempo maior de secagem

s . 135 s . oo . . ~ \ ~
secunddria . Proteinas liofilizadas com umidade residual alta estdo propensas a agregacao

143

D) Secagem primdria
Esta é a segunda etapa da liofilizacdo e seu principal objetivo é retirar a 4gua

138139 portanto, apés o congelamento completo da

por intermédio da sublimag¢do do gelo
formulagdo, a pressao no liofilizador é reduzida e calor é aplicado a formulagdo para iniciar a

. ~ . . 134
sublimacdo dos cristais de gelo .
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O aquecimento da amostra é realizado mediante o aumento da temperatura da
prateleira e o calor é conduzido pelo gelo, ou seja, pela amostra, por condu¢do. Quando o
calor percorre todo o gelo e chega a superficie, ocorre a sublimacdo do gelo. A este ponto,
dd-se o nome de frente de sublimacao ou interface gelo-agua.

Nesta interface as moléculas de agua podem colidir com moléculas de gas
residuais como oxigénio e nitrogénio e retornar a superficie do gelo. Por este motivo, a taxa
de sublimacdo depende diretamente da pressdo do sistema, pois quando vacuo é aplicado,
havera poucas moléculas de oxigénio e nitrogénio.

A formacgao do vapor de agua pode aumentar a pressdo do sistema, por este
motivo é necessario retird-lo da camara de liofilizacdo. Para tanto, acopla-se a cdmara um

condensador e uma bomba de vacuo (FIGURA 40).

Camarade liofilizacdo

Produto < .. ( \ Condensador
....... - N
Porta <-eeeeeffr
lei g e
Prateleiras Drenagem Bomba de

v
Sistema de aquecimento

FIGURA 40 - Esquema dos principais componentes de um liofilizador.

A temperatura do condensador deve estar a uma temperatura muito menor em
relacdo a da cdmara, para que a pressdo dentro dele seja menor e com isso seja facilitada a
migracdo do vapor de agua formado dentro da cdmara.

Durante toda a secagem primaria, deve-se controlar a temperatura da prateleira
e pressdao da camara, pois elas afetam diretamente a taxa de sublima¢do da amostra. Se a
temperatura da prateleira for muito baixa, entdao nao havera sublimagao suficiente devido a
diferenca minima entre a pressao do vapor de gelo e a pressdao da camara. Por outro lado, se

a temperatura da prateleira for muito alta, o condensador pode ndo ser capaz de retirar
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todo o vapor de dgua sublimado 134,138, 142

Esta etapa normalmente consome o maior tempo de todo o processo de
liofilizago e aprimora-la significa economia de tempo e custo > *2,

O término desta etapa pode ser detectado por muitos métodos diferentes. Como
no final da secagem primaria ndo ha mais gelo a ser sublimado, a temperatura do produto
aumenta e se iguala a temperatura da prateleira, atingindo um plato logo em seguida, além
disso o vapor de agua reduz de forma significativa. Estes sdo os principais indicadores 135,136
Um ciclo 6timo de liofilizagdo fornecera um produto com umidade residual em torno de 10%
139.

Se durante a secagem primadria a temperatura exceder a T, pode ocorrer o
colapso da matriz, colocando em risco ndo somente a estrutura da pastilha, mas também
outros atributos de qualidade. Quando a estabilidade da proteina ndo é um problema, uma
pastilha colapsada resultara na perda da elegancia do produto final *°.

Como visto, a secagem primaria envolve conceitos puramente fisicos, tais como

pressdo e temperatura, mas a escolha deste parametros dependem da amostra a ser

liofilizada.

E) Secagem secunddria

O dultimo estdgio da liofilizacdo é a secagem secundaria que tem por objetivo
retirar, por dessorg¢ao, a agua que nao foi congelada. Esta umidade residual pode constituir,
dependendo da temperatura e da natureza dos constituintes da massa, 5 - 20% do produto
seco e deseja-se que a umidade final do produto liofilizado seja entre 0,5 a 3%, sendo este
uma faixa 6tima para a estabilidade > %%,

Para tanto, o produto deve ser mantido a temperaturas mais altas, em relacao
ao congelamento e secagem primadria, por um periodo que permita a dessor¢do da agua.
Usualmente, é melhor realizar uma secagem secunddria por um tempo menor empregando-
se temperaturas maiores, do que por um tempo maior com temperaturas menores. A razao
é que a taxa de dessorcdao da agua diminui drasticamente com o tempo a uma dada
temperatura e tempos muito maiores que 6 horas ndao incrementam muito a perda da
umidade **°.

O incremento na temperatura da prateleira deve ser lento, tipicamente 0,1 - 0,15
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°C/minuto, caso contrario, pode ocorrer o colapso do produto 139,

Embora se deseje alcangar um produto com menor umidade residual possivel, a
secagem secunddria pode retirar a d4gua de hidratacdo da proteina. As moléculas de agua
presentes na camada de hidratacao sao partes integrais dos sitios ativos da proteina e retira-
las pode desfazer a conformacgdo nativa da proteina e causar desnatura¢cdo. Uma proteina
hidratada quando exposta a um ambiente desidratante, tende a transferir prétons para
ionizar os grupamentos carboxilicos e portanto anula quantas cargas for possivel na
proteina. A diminuicdo da densidade de cargas facilita a interacdo proteina-proteina,
causando agregacao 136, 141

Para prevenir ou minimizar os danos a proteina, deve-se selecionar lioprotetores
efetivos tais como a sacarose e trealose, entre outros, que sao 6timos para prevenir o

desdobramento da proteina durante a desidratagdo 1

No entanto, a escolha e a
guantidade a ser usada destes estabilizantes deve ser racionalmente avaliada, pois o mesmo
excipiente que protege a proteina, pode, em grandes quantidades, promover sua

desnaturacao 136,

Conclui-se, portanto, que o desenvolvimento de uma proteina liofilizada é uma
ciéncia complexa e que envolve conceitos de diversas areas do conhecimento, mas apesar
de desafiador, o produto final apresenta muitas vantagens que justificam o
desenvolvimento.

Em radiofarmacia, os radiofarmacos/reagentes liofilizados, kits, prontos para a
radiomarcacdo apresentam uma vantagem enorme, pois eles podem ser estocados por um
longo periodo de tempo, sdo de facil radiomarcacdo (em muitos deles a reacdo de
radiomarcac¢do ocorre em temperatura ambiente) e produzem um radiofarmaco com pureza

radioquimica adequada para uso em humanos.

Para este trabalho, o desenvolvimento de um produto para pronta marcagao
buscou agregar valor ao produto, aumentando o tempo de prateleira do imunoconjugado e

facilitando a rotina de producao deste radiofarmaco.
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7.3 MATERIAIS

7.3.1 Infraestrutura

Os estudos por calorimetria diferencial esplanatdéria foram realizados no

laboratério de Biomateriais Poliméricos localizado no Centro de Quimica e Meio Ambiente

(CQMA-IPEN) e sob a responsabilidade da Dra. Duclerc Parra.

Os estudos utilizando o liofilizador &ptico (Lyostat) foram realizados

no

laboratdrio de Imunobioldgicos e Biofarmacos localizado na Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo (FCFUSP) que esta sob responsabilidade do Dr.

Marco Antbnio Stephano.

Nas dependéncias do Centro de Biotecnologia (CB-IPEN) foram realizados os

estudos de liofilizacdo e cultivo celular, sendo estas dependéncias coordenadas pelo Dr.

Carlos Roberto Jorge Soares.

7.3.2 Reagentes

Os principais reagentes utilizados neste trabalho foram:

v AcM anti-CD20 conjugado ao DOTA na razdo molar 1:50 e armazenado em tamp&o

acetato de amdnio 0,25 M pH 6,5;

v' Cloreto de lutécio-177 (IDB, Holanda);

v Acrilamida (Merck, Alemanha);

v" Agua purificada - Purificador Milli-RX 45 (Millipore, EUA);
v Azul de bromofenol (Merck, Alemanha);

v’ Bisacrilamida (Merck, Alemanha);

v’ Cloreto de sédio (Merck, Alemanha);

v’ Corante Coomassie Brilliant Blue G-250 (GE Healthcare, Reino Unido);
v Dodecil sulfato de sddio (GE Healthcare, Reino Unido);

v' Glicerol (Merck, Alemanha);

v' Glicina (Sigma Aldrich, EUA);

v" Manitol (Merck, Alemanha);

v’ Padrdo de peso molecular (Promega, EUA)

v’ Persulfato de amdnio (Merck, Alemanha);
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v Resina Chelex 100 (BioRad, EUA);

v’ Sacarose (Merck, Alemanha);

v" Soro fetal bovino (Cultilab, Brasil);

v" TEMED (N,N,N,N-tetrametil etilenodiamina) (USB);
v’ Tris base (Sigma Aldrich, EUA).

7.3.3 Equipamentos, sistemas e materiais

Os principais equipamentos e materiais utilizados neste trabalho foram:
v’ Agitador/aquecedor Thermomixer Comfort 1,5 mL (Eppendorf, EUA);
v Analisador térmico diferencial - DSC - modelo 822 (Mettler Toledo, EUA);
v’ Balanca analitica (Mettler Toledo, EUA);
v’ Cadinhos para calorimetria diferencial explanatéria (Mettler Toledo, EUA);
v’ Centrifuga refrigerada Mikro 220 (Hettich, Alemanha);
v’ Contador automatico tipo poco com cristal Nal (Tl) - D5002 cobra Il (Packard-Camberra,
EUA);
v Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia composto por sistema modulado constituido por
bomba LC-10 ATvp, controlador automatico de gradiente FCV-10 AL, degaseificador DGU-
20A;, injetor automatico de amostras SIL-10ADvp, detector UV SPD-10A e forno CTO-10 Avp
(Shimadzu, Japao);
v' Cartucho de pré-coluna SEC-S 3000 - 4 x 3,0 mm (Phenomenex, EUA);

v’ Coluna Protein-Pak™

300SW para cromatografia liquida de alta eficiéncia - 300 x 7,5 mm,
5 um (Waters, Japao);

v’ Coluna Sephadex G25 — PD-10 (GE Healthcare);

v GraphPad Prism 5.00° (GraphPad Software, Inc., EUA);

v’ Fonte de alta tensdo para eletroforese EPS 600 (GE Healthcare, Reino Unido);

v" Frascos de vidro tipo 1 com tampa de silicone;

v' Liofilizador Dura-Stop (FTS Systems, EUA);

v' Medidor de pH (Mettler Toledo, EUA);

v" Medidor de umidade Karl Fischer (Photovolt, EUA);

v" Microscépio de liofilizacdo Lyostat 2 - modelo LINKAM (Biopharma Technology, Reino

Unido);
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v/ Suporte cromatografico para cromatografia em camada delgada ITLC-SG (Merck,
Alemanha);

v Material plastico descartdvel em geral, tais como ponteiras e tubos cénicos com tampa
para reacgao tipo eppendorf;

v’ Pipetas automaticas (Brand, Alemanha; Socorex, Suica e Eppendorf, EUA).

7.3.4 Células Radji de linfoma de Burkitt humano
As células Raji, derivadas de linfoma de Burkitt humano foram cultivadas no

Centro de Biotecnologia conforme descrito no item 5.2.4.

7.4 METODOS
7.4.1 Fluxograma da metodologia

O desenvolvimento do imunoconjugado liofilizado envolveu algumas etapas
constituidas de diferentes metodologias. Com o intuito de fornecer uma visdao ampla das
etapas que envolveram esta parte trabalho, apresenta-se na FIGURA 41 um fluxograma

descrevendo a sequéncia ldgica da obtencdo do imunoconjugado liofilizado.
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FIGURA 41 - Fluxograma do desenvolvimento do imunoconjugado liofilizado.
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7.4.2 Estudo de diferentes formulag6es de imunoconjugado

O AcM conjugado ao DOTA na razao molar 1:50 e diluido em tampao acetato de
amoénio 0,25 M pH 6,5, foi acrescido ou ndo de um ou mais agentes crioprotetores e /ou
lioprotetores. Ao longo do texto, estes agentes foram abordados/nomeados apenas como
excipientes.

Ao todo, foram estudadas 23 formulagdes que estdo descritas em detalhes na
TABELA 19.

As formulagbes 1 a 20 foram elaboradas com o AcM conjugado ao DOTA, ja as
formulagbes 21, 22 e 23 foram elaboradas com o AcM nao conjugado ao DOTA e nao
acrescido de excipientes, apenas com o intuito de comparacao.

Apenas para a formulacdo numero 16, que foi proposta por Wojdowska e
colaboradores (2015) **, foram avaliados lotes de imunoconjugado obtidos utilizando-se as
metodologias 1 e 2 de conjugacdo (item 5.3.2.2 A e B). Para os demais, apenas o AcM
conjugado pelo método 1 foi avaliado.

E importante ressaltar que todas as formula¢des possuiram uma massa final de
imunoconjugado ou AcM de 2 mg. Para obter-se diferentes concentragdes final, tais como 4

mg/mL e 5 mg/mL, foram alterados o volume final da formulag&o.
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TABELA 19 - Formulag¢des estudadas do imunoconjugado diluido em acetato de amoénio 0,25
M pH 6,5 acrescido ou ndo de excipientes.

Massa de excipiente (mg)

Formulagdo/Amostra  Imunoconjugado

Ne (mg/mL) (mAgc/“r:L) Manitol Sacarose Glicina NaCl
1 2 - - - - -
) 2 - 0,9 - - -
3 2 - 2,5 - - -
4 2 - 5 - - -
5 2 - 10 - - -
6 2 - . 1,7 - -
7 2 - - - 0,4 -
3 2 - 0,9 1,7 - -
9 2 - 0,9 - 0,4 -
10 2 - 0,9 1,7 0,4 -
11 2 - - 1,7 0,4 -
12 4 ) - - - -
13 4 - 2,5 - - -
14 4 ) > - - -
15 4 - 10 - - -
16 4 : 5 - - 9
17 5 ) - - - -
18 5 - 2,5 - - -
19 > ) > - - -

20 5 - 10 - - -

21 - 2 - - -

22 - 4 - - -

N
w
1
(S}
|
1
1
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7.4.3 Determinagao da temperatura de transicao vitrea e temperatura de fusao

Todas as formulagdes estudadas foram submetidas a teste de calorimetria
explanatéria (Differential Scanning Calorimetry - DSC) para determinar a temperatura de
transicdo vitrea (Tg) e temperatura de fusdo (Tn) destas amostras. Para tanto, aliquotas de
30 puL de cada solugdo foram pipetadas em recipientes de aluminio ("cadinhos") e resfriados
a -60 °C. Apds o congelamento, as amostras foram aquecidas até 30 °C utilizando-se uma
taxa de aquecimento de 2,5 °C/minuto e uma vazdo de nitrogénio de 50 mL/minuto. As

amostras foram analisadas em triplicata.

As formulacgdes 21, 22 e 23 que foram realizadas com o AcM ndo conjugado ao

DOTA, nao foram analisadas por DSC.

7.4.4 Determinagao da temperatura de cristalizacdo e temperatura de colapso

A temperatura de colapso do imunoconjugado acrescido ou ndo de excipientes
foi determinada por meio de microscopia Optica acoplada a liofilizacdo (Lyostat®). Este
equipamento possui uma camara de video acoplado a um computador para captura das
imagens. O equipamento consiste em uma pequena camara de liofilizagdo contendo um
controlador de temperatura, uma bomba de vacuo para garantir a reducdo de pressao
atmosférica durante as analises e uma janela éptica na qual a amostra pode ser observada
microscopicamente durante a analise. Dez microlitros das amostras foram congelados a -40
°C em uma taxa de congelamento de 10 °C/minuto. Apds 5 minutos, aplicou-se uma pressdo
de 100 mTorr e a amostra foi aquecida até 25 °C a uma taxa de aquecimento de 2,5
°C/minuto.

A temperatura de colapso foi determinada visualmente por meio da identificagao
de bolhas da frente de sublimag¢do ou de ruptura na matriz liofilizada. As amostras foram

analisadas em triplicata.

As formulagdes 21, 22 e 23 que foram realizadas com o AcM nao conjugado ao

DOTA, nao foram analisadas por microscopia dptica acoplada a liofilizacao.
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Para o desenvolvimento do imunoconjugado liofilizado, foram estudados quatro

protocolos de liofilizacdo diferentes e estes estdo descritos detalhadamente na TABELA 20.

TABELA 20 - Protocolos estudados para a liofilizagdo do imunoconjugado.

CONGELAMENTO

PROTOCOLO

Temperatura Tempo

(°c) (h)

Temperatura

(°c) (h)

Tempo
Ne

SECAGEM PRIMARIA
Pressao

(mTorr)

SECAGEM SECUNDARIA
Temperatura Tempo

(°c) (h)

Pressao

(mTorr)

-35 24

-20
-10
5
10
-20
-10
5
10
-20
-10
5
10
-20
-10
5
10

200

250

100

100

NN NN WWWWWWWWWWwWww

100

100

100

100

Os estudos de liofilizacdo foram conduzidos de maneira a aperfeicoar cada

etapa, portanto, nem todas as formulagdes foram liofilizadas utilizando todos os protocolos.

Para ilustrar e facilitar o entendimento, a TABELA 21 foi construida relacionando-

se as formulag¢des estudadas com os protocolos de liofilizagdo empregados.
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TABELA 21 - Tabela de correlagao entre as formulagdes estudadas e o protocolo empregado
na liofilizacao.

PROTOCOLO DE LIOFILIZAGAO
1 2 3 4

O N UL W [N

[EY
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FORMULACOES
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=
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7.4.6 Andlise do produto liofilizado antes da reconstituicao
Antes da reconstituicdo com tampdo acetato de amoénio 0,25 M pH 6,5, o

imunoconjugado liofilizado teve as seguintes caracteristicas avaliadas:

A) Cor
A cor da pastilha/pé do imunoconjugado liofilizado foi analisada a olho nu e
classificada como:

e B:Branco
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e I: Incolor, quando ndo houve formacdo de pastilha/pd e sim de uma massa com

aparéncia gelificada.

B) Aparéncia da pastilha
O imunoconjugado liofilizado foi analisado a olho nu e o aspecto final do produto
liofilizado foi classificado como:
e P4: quando nao houve formacgao de pastilha e sim de um pé liofilizado;
e Pastilha: quando houve a formacao de pastilha; e
e Gel: quando ndo houve formacdo de pastilha ou pd, gerando uma massa com

aparéncia gelificada.

C) Colapso macroscopico
Definiu-se como colapso macroscdpico a formacdo de micro bolhas na pastilha

visiveis a olho nu.

D) Teor de umidade residual
A umidade residual do pd liofilizado foi determinada por aquametria com
reagente de Karl Fischer, utilizando-se o protocolo rotineiramente utilizado no Centro de

Radiofarmacia para avaliacdo dos reagentes liofilizados produzidos.

7.4.7 Andlise do produto liofilizado apds reconstituicao
O imunoconjugado liofilizado foi reconstituido com 1 mL de tampédo acetato de

amonio 0,25 M pH 6,5 e avaliou-se os parametros descritos a seguir:

A) Presenca de particulas visiveis
Apbs a reconstituicdo e homogeneizacdo, o frasco contendo o produto
reconstituido foi avaliado visualmente quanto a obtencdo de uma solucdo limpida, sem

presenca de particulas em suspensdo ou turvagao.
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B) Avaliagdo do pH
Apds a reconstituicdo com o tampao, o pH foi determinado por equipamento

medidor de pH .

C) Andlise da integridade estrutural do anticorpo e da formagdo de agregados soluveis por
CLAE

Vinte microlitros dos liofilizados reconstituidos foram analisados exclusdao
molecular utilizando a técnica de CLAE. As corridas foram realizadas em um sistema
Shimadzu equipado com uma coluna de exclusdao molecular (Protein-Pak 300 SW, Waters). O
fluxo utilizado foi de 1 mL/min utilizando como fase mdvel tampdo fosfato de sédio 0,1 M
pH 7,0 por 15 minutos. A absorbancia das amostras foi analisada no comprimento de onda
de 280 nm.

Com esta metodologia foi possivel observar a integridade do imunoconjugado,

um possivel desacoplamento do quelante e a presenca de agregados.

D) Andlise da integridade estrutural por eletroforese de poliacrilamida

O lote produzido utilizando o protocolo de liofilizagdo nimero 4 e a formulagao
numero 16 foi reconstituido com 1 mL de tampdo acetato de amoénio 0,25 M pH 6,5
submetido a eletroforese de acordo com o procedimento descrito no item 5.3.2.7.

Os ensaios foram realizados em triplicata com trés frascos diferentes de

imunoconjugados.

7.4.8 Estudos de radiomarcagao do imunoconjugado liofilizado com Lu-177

A) Marcagdo com baixa atividade de Lu-177

O lote produzido utilizando o protocolo de liofilizacgdo numero 4 e a formulagao
nimero 16 foi reconstituido com 1 mL de tampao acetato de aménio 0,25 M pH 6,5. Um
volume equivalente a 0,2 mg de imunoconjugado (100 uL) foi radiomarcado com 148 MBq (4
mCi) de Lu-177 (atividade especifica de 740 MBg/mg). A reac¢do de radiomarcagdo ocorreu

por 1 hora a 43 °C e agitacao de 350 rpm e volume final de 200 uL. A pureza radioquimica
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foi determinada por CCD, conforme descrito no item 5.3.3.1 A. Os ensaios foram realizados

em quintuplicata para trés lotes de imunoconjugado.

B) Marcagdo com alta atividade de Lu-177

O lote produzido utilizando o protocolo de liofilizagdo numero 4 e a formulagao
numero 16 foi reconstituido com 1 mL de tampdo acetato de amoénio 0,25 M pH 6,5 e
radiomarcado com 1.480 MBq (40 mCi) de Lu-177 (atividade especifica de 740 MBg/mg). A
reacdo de radiomarcacdao ocorreu por 1 hora a 43 °C e agitagdo de 500 rpm. A pureza
radioquimica foi determinada por CCD, conforme descrito no item 5.3.3.1 A. Os ensaios
foram realizados em duplicata com dois lotes diferentes de imunoconjugados.

C) Estudo da estabilidade do rituximabe-DOTA-""

Lu em condigbes de transporte

O lote produzido utilizando o protocolo de liofilizagdo numero 4 e a formulacdo
nimero 16 foi reconstituido com 1 mL de tampdo acetato de aménio 0,25 M pH 6,5 e
radiomarcado com 1.480 MBq (40 mCi) de Lu-177 (atividade especifica de 740 MBg/mg). O
radioimunoconjugado foi purificado em coluna de exclusao molecular (PD-10), e as fragdes

correspondentes ao anti-cD20-'"’

Lu foram misturadas e o volume final ajustado para 4 mL.
O anti-CD20-"""Lu  foi mantido a -20 °C por 24 e 48 horas. Decorrido estes
tempos, o anticorpo foi descongelado (a temperatura ambiente) e mantido sob refrigeracao
(2 - 8 °C) por até 6 horas. A pureza radioquimica foi avaliada, por CCD, em diferentes
tempos. Os ensaios foram realizados em duplicata com dois lotes diferentes de

imunoconjugados.

7.4.9 Avaliacdo da Imunorreatividade

O lote produzido utilizando o protocolo de liofilizagdo numero 4 e a formulagao
numero 16 foi reconstituido com 1 mL de tampao acetato de amoénio 0,25 M pH 6,5. Um
volume equivalente a 0,2 mg de imunoconjugado (100 uL) foi radiomarcado com 148 MBq (4
mCi) de Lu-177 (atividade especifica de 740 MBqg/mg) e submetido a ensaio de
imunorreatividade conforme descrito no item 5.3.2.8. Os ensaios foram realizados em

duplicata para dois lotes de imunoconjugado.
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7.4.10 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa estatistico GraphPad
Prism 5.00°. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) ou
média * desvio padrdo (DP).

Para comparar até dois grupos (amostras pareadas ou ndo), o teste t de Student
foi utilizado com distribuicdao bicaudal. Para a comparacao entre trés ou mais grupos foi
utilizado o teste de varidncia de dois fatores (two-way ANOVA). Quando necessario, os
dados foram submetidos a pds-teste (teste de Bonferroni ou de Newman-Keuls de
comparagles multiplas). As diferengas foram consideradas significativas quando o valor de p

foi menor do que 0,05.

7.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira etapa deste trabalho (capitulo 5) foram estudados diversos aspectos
de conjugacdo e radiomarcacao que levaram a definicdo da massa de imunoconjugado a ser
utilizada para produzir um radioimunoconjugado com eficiéncia de radiomarcacdo alta e
estabilidade quando se utiliza atividade alta de Lu-177. Na presente etapa, estudou-se a
liofilizacdo da massa definida como ideal (2 mg), com o objetivo de desenvolver um produto

liofilizado.

7.5.1 Determinagao das temperaturas de cristalizagao, transicao vitrea, fusao e colapso
Com o intuito de direcionar os protocolos de liofilizagdo, vinte formulagdes de
imunoconjugado foram analisadas por calorimetria diferencial explanatéria (DSC) e
liofilizador 6ptico, a fim de determinar as temperaturas de transi¢do vitrea (Tg), ponto de
fusdo (T,), temperatura de cristalizacdo (Tyis) e temperatura de colapso (T.) das
formulagGes estudadas.
As formulagdes 21, 22 e 23 que foram elaboradas com o AcM ndo conjugado ao

DOTA, nao foram analisadas por DSC nem por microscopia dptica acoplada a liofilizacao.
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A analise por DSC permite detectar as transicbes térmicas de uma amostra. A T,
é visualizada na curva de DSC por uma mudanga na linha de base. Esta técnica é muito
aplicada para a determinagdo de T, de polimeros, no entanto, quando é empregada para
analise de amostras bioldgicas, deve ser aplicada com cautela, uma vez que ao se observar
as curvas provenientes da anadlise por DSC, os declives ndo sdo expressivos como 0s
observados em polimeros. Além disso, deve-se utilizar um equipamento que possua um

nlmero maior de termopares para que a T, seja detectada ***

. Para analise das formulacées
elaboradas neste trabalho, utilizou-se um equipamento com 56 termopares.

Analisando-se as curvas obtidas por DSC de todas as formulagdes, observou-se
um discreto declive referente a uma transicdo de segunda ordem na faixa de -26,52 °C a
-21,19 °C correspondendo a temperatura de transigdo vitrea (Tg). A temperatura de -0,39 °C
a 1,78 °C observou-se um pico endotérmico, atribuido a temperatura de fusdo (T,,) das

amostras. Na FIGURA 42, esta apresentado um exemplo de curva (perfil) obtido apds analise

por DSC do imunoconjugado sem adicdo de excipientes (formulacdo 1).

_70-: Tm —>

T 1
-80-70-60-50-40-30-20-10 O 10 20 30 40

Temperatura (°C)

FIGURA 42 - Exemplo de curva (perfil) obtido apds andlise por DSC do imunoconjugado sem
adicdo de excipientes (formulagdo 1).

Outro ponto critico que deve ser conhecido é a temperatura de colapso (T.) da
matriz liofilizada. A T, pode ser realizada utilizando-se uma camara de liofilizacdo acoplada a
um microscopio, assim, a T, é determinada visualmente.

Na FIGURA 43, apresenta-se uma sequéncia de imagens obtidas durante o

processo de congelamento e liofilizagdo do imunoconjugado nao acrescido de excipientes
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(formulagdo 1).

FIGURA 43 - Andlise do imunoconjugado ndo acrescido de excipientes (formulagdo 1) por
liofilizador éptico. Em (A), visualiza-se a borda da gota da amostra analisada; em (B), amostra
cristalizada; em (C), inicio da liofilizagdo da amostra, a seta indica a frente de sublimagdo e
em (D), identificacdo visual do colapso da matriz liofilizada (seta).

Inicialmente, se visualiza a borda da gota da amostra ao microscépio (FIGURA 43
A), em seguida, conforme a temperatura da camara diminui, observa-se o congelamento
(cristalizacdo) da amostra (FIGURA 43 B). Esta é a temperatura de cristalizacdo da amostra
(Teris). Quando vacuo é aplicado e inicia-se o aquecimento da camara, ou seja, quando se
inicia o processo de liofilizacdo, é possivel visualizar a frente de sublimacdo da amostra.
Neste ponto a amostra antes congelada, comeca a ser liofilizada (FIGURA 43 C).

A uma temperatura especifica de cada amostra, observa-se a formacdo de bolsas
de ar ou bolhas de dgua na frente de sublimagdo. Em alguns casos é possivel observar a
formacdo de buracos no material ja liofilizado (FIGURA 43 D). Todos estes sinais sdo
caracteristicos de colapso da matriz e quando um destes aspectos é visualizado, determina-

se a temperatura de colapso (T.) da matriz liofilizada.
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Na TABELA 22, estdo descritos os valores de Tg, Tm, Tcris, € Tc das formulagdes

estudadas.

TABELA 22 - Transicdo vitrea (Tg), ponto de fusdo (Tn), temperatura de cristalizagdo (Tcris) €
temperatura de colapso (T.) das formulacdes estudadas. Valores expressos em média + DP

(N=3).
ACM- (-] o o o
FM DOTA EXCIPIENTES T, (°C) T (°C) T.is (°C) T.(°C)
1 2 mg/mL - -26,52 £ 2,44 0,60+ 0,08 -26,75+ 0,78 -31,25+1,63
2 2 mg/mL 0,9 mg Ma -25,95+ 2,12 1,02 £3,01 -27,85+ 0,64 -33,45+1,91
3 2 mg/mL 2,5mg Ma -26,03 £ 1,67 0,39+0,26 -27,25+ 0,35 -27,80+1,13
4 2 mg/mL 5 mg Ma -23,54 £ 0,58 0,35+0,18 -19,13+ 0,38 -27,47 £ 0,29
5 2 mg/mL 10 mg Ma -25,59+1,28 0,39+0,74 -24,70+ 0,28 -29,42 £ 0,46
6 2 mg/mL 1,7 mg Sa -25,95+ 0,78 0,74+2,01 -27,35+ 0,78 -34,35+1,34
7 2 mg/mL 0,4 mg Gly -23,21+1,63 1,27 £1,37 -24,20+ 0,28 -33,50+ 0,85
0,9mgMa+1,7mg
8 2 mg/mL -26,07 £ 0,85 0,99 +0,15 -23,95 + 3,61 -33,70+£ 0,71
Sa
0,9 mg Ma + 0,4 mg
9 2 mg/mL -23,77 £1,72 1,78+ 0,99 -23,05+1,48 -34,80+ 0,57
Gly
0,9 mg Ma + 0,4 mg
10 2 mg/mL -24,50+ 0,71 1,50+ 0,50 -25,10+ 1,27 -32,70+£ 0,85
Gly + 1,7 mg de Sa
0,4mgGly+1,7mg
11 2 mg/mL -22,11+2,45 1,30+1,13 -26,50 12,12 -28,35+ 2,76
Sa
12 4 mg/mL - -24,00 £ 0,40 1,25+0,08 -25,87 + 2,15 -29,50+ 0,71
13 4 mg/mL 2,5 mg Ma -25,52+ 0,57 1,26+0,32 -20,94 £ 1,28 -30,14+1,15
14 4 mg/mL 5 mg Ma -21,80 £ 0,09 1,14+0,12 -21,12 + 0,11 -29,72 £1,57
15 4 mg/mL 10 mg Ma -21,26 £1,92 1,37+0,47 -19,98 + 1,38 -28,67 £ 1,48
5mgMa+9mg
16 4 mg/mL -22,28 +1,41 0,26 £ 0,06 -24,76 £ 1,72 -33,58 + 3,47
NacCl
17 5 mg/mL - -21,71+1,14 1,19+ 0,04 -24,35+0,40 -29,60+ 2,05
18 5 mg/mL 2,5mg Ma -24,99 + 0,59 1,00 £0,19 -18,75+ 0,77 -33,92+£0,93
19 5 mg/mL 5mg Ma -23,36 £ 0,87 0,99+0,22 -17,67 £ 1,46 -31,41+£1,12
20 5 mg/mL 10 mg Ma -21,19+1,71 0,67 +£0,91 -15,99+ 1,20 -25,93+ 1,56

FM = Formulagdo; Ma = Manitol; Gly = Glicina; Sa = Sacarose
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Ao analisar o menor (-26,52 °C + 2,44 °C) e o maior (-21,19 °C + 0,02 °C) valor de
Ty obtidos para as formulagSes 1 e 20, respectivamente, observou-se que a adicdo de
excipientes e o aumento da concentragdo do imunoconjugado ndo promoveram mudangas
consideraveis na T, (P =0,0786) (TABELA 22).

O mesmo ocorreu com a T, ao analisar a menor (0,26 °C + 0,06 °C) e a maior
(1,78 °C + 0,28 °C) temperatura de fusdo obtidas para as formulacbes 16 e 9,
respectivamente (P = 0,0624).

Todavia, a maior concentracdo do imunoconjugado associada a uma maior
guantidade de manitol diminui significativamente a T (P = 0,0065; comparando-se o maior
valor e o menor valor: -27,85 °C + 0,64 °C e -15,99 °C + 1,20 °C respectivamente) e a T, (P =
0,0286; comparando-se o maior valor e o menor valor: -34,35 °C+ 1,34 °C e -25,93 °C + 1,56
°C respectivamente).

A T, é a temperatura em que a 4gua presente na matriz congelada comeca a se

| 1 em outras palavras, a d4gua que antes estava congelada

tornar significantemente moéve
comeca a descongelar e ndo é sublimada na secagem primdria. Esta agua impede a
sublimacgao do gelo e como consequéncia, a matriz perde sua estrutura e colapsa, formando
um produto com aspecto farmacotecnicamente inaceitdvel e com reconstituicdo lenta
devido a perda de porosidade 142

Além do aspecto, a sublimagdo ineficiente da dgua resulta em um produto com
umidade residual mais alta quando comparado a um produto ndo colapsado. Esta agua pode
se distribuir de forma irregular no produto, interferindo na estabilidade 192

A T. e a T sdo os parametros mais criticos durante a liofilizagdo e para evitar o
colapso da matriz, o produto deve ser congelado e sublimado abaixo da T, e da T.. Caso nao
seja possivel determinar a T, é possivel considera-la como igual ou muito préxima a T, 192

Assim, com os valores encontrados na TABELA 22, foi possivel concluir que um
bom ciclo de liofilizagdo congelaria as amostras abaixo de -38 °C e a secagem primadria seria

realizada a uma temperatura entre -40 °C e -35 °C. Estes valores foram considerados na

definicdo dos protocolos de liofilizagao.
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7.5.2 Analise do imunoconjugado liofilizado antes e apds a reconstitui¢ao

A principio, liofilizou-se 2 mg do imunoconjugado diluido em tamp3o acetato de

amonio 0,25 M pH 6,5 sem a adicdo de excipientes (formulacdo 1) pelos protocolos 1, 2,3 e

4. Os resultados das analises realizadas antes e apds a reconstituicdo do produto liofilizado

estdo descritos na TABELA 23.

TABELA 23 - Avaliagdo do imunoconjugado (2 mg/mL) liofilizado sem adi¢cdo de excipientes
(formulacdo 1). Resultados expressos em média + DP (N=3).

~ AVALIACAO
AVALIAGAO ANTES DA A ¢ ,
AMOSTRA RECONSTITUICAO APOS A ANALISE POR CLAE
RECONSTITUICAO
o
o = O o !
(@] = (&) < o o
@ ° 8 2 T o S S ) Y
T S8 £ 3§ 58 g3 £ 8. 8. %
8 S ® @ s o8 ao T T T S0 O =
= o N o e X T©on T 5 oy RER L0 o
€ SE 'S S & 992 ET £.90 A =
= 885 § T 8885 5% §> < :
e g= o g o et © =
O S S
1 1 - B Po S 2,40+1,47 6,45%0,22 95,63+0,13 4,37+0,13
1 2 - B Po S 3,95+1,00 6,74+0,32 93,32+0,82 6,8910,78
1 3 - B Po S 9,3616,33 6,49+0,11 94,54+2,80 5,46+2,14
1 4 - | Gel S 6,10+2,11 6,48+0,17 99,62+0,25 0,3810,25

B = Branco; | = Incolor; S =Sim

Na FIGURA 44 estdo exemplificados os diferentes aspectos/aparéncia do produto

liofilizado que permitiu classifica-los como pd (FIGURA 44 A e B), presenca de colapso

(FIGURA 44 Ce D) e gel (FIGURA 44 EeF).
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FIGURA 44 - Aparéncia do produto liofilizado classificado como: pd (A e B), colapsado (C e D)
e gelificado (E e F).

O imunoconjugado ndo acrescido de excipientes apresentou colapso
macroscépico (pastilha com bolhas visiveis a olho nu) quando liofilizado pelos 4 protocolos
de liofilizacdo (FIGURA 44 Ce D).

Este colapso ndo foi evitado com o aumento da pressdo na secagem primaria (de
200 para 250 mTorr) no protocolo 2, tdo pouco com o aumento do ciclo de secagem
primaria (de 12 horas para 24 horas - protocolo 3), ou com a diminui¢do da temperatura da
secagem primdria (de -35 °C para -40 °C - protocolo 3). Isto pode ser explicado, em parte,

pela auséncia de excipientes formadores de massa.
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A mudanca nos parametros da secagem primaria promoveu sublimacdo
incompleta da dgua e consequentemente umidade residual maior quando comparada ao
protocolo 1 (TABELA 23). No entanto, este aumento ndo foi significativo para nenhum
imunoconjugado liofilizado avaliado (P>0,05).

A via mais comum de degradacao de proteinas liofilizadas é por agregacao nao-
covalente. O estresse fisico da liofilizacdo pode causar desnaturacdo parcial ou total da
proteina. As porgdes desnaturadas, que estavam anteriormente escondidas no interior da
molécula, se expdem. Estas superficies expostas geralmente sdao hidrofébicas e, portanto,
disponiveis para interagir com outras moléculas de proteinas, formando dimeros nao-
covalentes ou outras estruturas de alto peso molecular. Este tipo de agregacdo pode ocorrer
na proteina liofilizada (sélida) ou apds a reconstituicdo *>.

Todos os frascos apresentaram formacgao de agregados soluveis identificados por
CLAE (FIGURA 45) e agregados insoluveis identificados a olho nu (particulas visiveis). A
guantidade de agregados sollveis ndo se mostrou proporcional a formacdo de particulas
visiveis, visto que o imunoconjugado liofilizado pelo protocolo 4 apresentou a menor
guantidade de agregados soluveis (P<0,05 para todas as comparagdes) e ainda assim, houve

presencga de particulas visiveis.
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FIGURA 45 - Perfis cromatograficos por CLAE do imunoconjugado liofilizado pelos protocolos
1 (A), 2 (B), 3 (C) e 4 (D) ndo acrescido de quaisquer excipientes (formulacdo 1). (1) =
agregado; (2) = anti-CD20-DOTA.

Solugdes injetaveis ndo podem apresentar particulas em suspensdao. No caso
especifico de proteinas, a agregacdo proteica é indesejavel porque a atividade bioldgica

15 Portanto, de

pode ser comprometida e a imunogenicidade da proteina pode aumentar
acordo com os resultados encontrados, o imunoconjugado ndo poderia ser administrado
endovenosamente.

O imunoconjugado liofilizado pelo protocolo 4 nao apresentou formacgao de pé
ou pastilha. Nestas amostras, foi observada a formacdo de um gel incolor ndo caracteristico
de um produto liofilizado (FIGURA 44 E e F).

Agentes de massa sdao excipientes que sdo adicionados a formulacao para
preservar a estrutura da pastilha durante o processo de liofilizagcdo, conferindo um aspecto
elegante a ela e consequentemente prevenindo o colapso 139,

Estes agentes de massa s3ao necessarios, especialmente quando se deseja
liofilizar proteinas com concentragdes inferiores a 50 mg/mL, ja que formula¢des contendo
concentragdes de proteina = 50 mg/mL ndo necessitam de agentes de massa, porque a
136, 139

concentracdo alta de proteina funciona como autoprotetor

Com o intuito de diminuir a formagao de agregados sollveis e insoluveis, bem
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como melhorar o aspecto da pastilha, foram adicionados excipientes (manitol, sacarose ou

glicina) ao imunoconjugado e as amostras foram liofilizadas pelo protocolo 2. Os resultados

da andlise do imunoconjugado liofilizado estdo apresentados na TABELA 24 e os

cromatogramas na FIGURA 46.

TABELA 24 - Avaliagdo do imunoconjugado (2 mg/mL) liofilizado com adigdo de excipientes e

liofilizado pelo protocolo 2. Resultados expressos em média £ DP (N=3).

AVALIACAO ANTES DA LY :
AMOSTRA RECONSTITUICAO APOS A : ANALISE POR CLAE
RECONSTITUICAO
o
o o 5 3 3 < Q o
S 38 £ T =9 g8 g 80 g 3
S 53 o 5 ©8 a8 83 T 22 Qg o
] o N =1 cC= © 0 O 5 o o 2 =0 et
S S = 3] o QL= 59 == p=i A o
5 oo ¥ T 82 O0g 579 £g> < s
= (R O < £ = X >
@)
2 2 0’&2% B P6 S 4,57+5,07 6,46%0,25 S 90,38+2,10 9,59+2,10
6 2 1,7 mg Sa B P6 S 5,01+4,06 6,3710,25 S 92,33+1,28  7,49+1,03
7 2 O,élr;lg B Po S 6,6216,00 6,54+0,01 S 90,59+2,76  9,41+2,76
0,9 mg
8 2 Ma+1,7 B Pé S 1,89+4,83 6,43+0,15 S 91,24+2,60 8,76%2,61
mg Sa
0,9 mg
9 2 Ma +0,4 B Po S 7,5£2,56  6,72%0,21 S 90,86+1,40 9,14+1,39
mg G
0,4 mg
10 2 Gly+1,7 B Pé S 3,631+2,74 6,71+0,08 S 93,84+3,90 6,16%3,90
mg Sa
0,9 mg
Ma+1,7
11 2 mg Sa + B Po S 7,02+1,08 5,8510,14 S 86,50+5,10 13,5045,11
0,4 mg
Gly

B = Branco; Gly = Glicina; Ma = Manitol; Sa = Sacarose S = Sim

Cleland e

colaboradores

(2000)**¢

relataram que

uma razdo molar

proteina:acucar de 360:1 foi suficiente para inibir agregacdo do anticorpo monoclonal

rhuMAb HER2 durante a liofilizacdo e armazenamento a 40 °C por trés meses. No entanto,

no presente trabalho, ndo foi observada diminuicdo da agregacdo proteica quando esta
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relacdo molar foi utilizada (formulagdes 2, 6, e 7). Na realidade, a adicdo de glicina e manitol
promoveu aumento significativo (P<0,05) na formacdo de agregado quando comparado ao
imunoconjugado liofilizado sem adicdo de excipientes pelo mesmo protocolo (TABELA 23 -
formulacdo 1). Além da formacdo de agregados soluveis, houve também presenca de

particulas visiveis (agregados insoluveis) em todos os lotes produzidos.

2 ~ 80 2 .
80 Formulagdo 2 Formulagdo 6
60
60
é 40
g 40
20 20
1 1
0 P
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 o0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Minutos Minutos
2 -
60 Formulagio 7 | © Formulagio 8
50 50
40 40
=]
E 30 30
20 20
10 10 1
0 0
0 14 15 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
M|nutos Minutos
2 - 60 2 ~
60 Formulagdo 9 Formulagdo 10
50
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0 0
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z
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20
0
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FIGURA 46 - Perfis cromatograficos por CLAE do imunoconjugado acrescido de diferentes
excipientes e liofilizado pelo protocolo 2. (1) = agregado; (2) = anti-CD20-DOTA.
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Durante a liofilizagdo, as proteinas sofrem estresses diferentes derivados do
congelamento e da desidratacdo (secagem primaria e secundaria). Por este motivo, muitos
crioprotetores efetivos para estabilizar proteinas em solucdo, ndo apresentam a mesma
eficiéncia durante a secagem. Portanto, em muitos casos o uso de dois ou mais excipientes é
empregado para proteger a proteina contra a desnaturaggo “*°.

Assim, também foi avaliada a combinacdo de manitol, glicina e sacarose
(formulacGes 8, 9, 10 e 11) para este mesmo protocolo de liofilizagdo (2). Os resultados
encontrados das analises antes e apds a reconstituicdo dos liofilizados estao expressos na
TABELA 24.

A combinacdo destes excipientes ndo promoveu melhora no aspecto da pastilha
e ndo preveniu a formagdo de particulas visiveis (TABELA 24). Além disso, a formagdo de
agregados soluveis foi significativamente maior (P<0,04) para 3 das 4 combinagdes
estudadas, quando comparadas com a formulacdo 1 liofilizada com o mesmo protocolo
(TABELA 23). Quando sacarose e manitol foram empregados juntamente na concentracdo
molar de 360:1, a formacdo de agregados sollveis foi ligeiramente maior do que na auséncia
do uso (TABELA 23 - formulagdao 1), contudo, estes dois excipientes nao preveniram a
formacgao de particulas visiveis.

Uma alternativa para diminuir a agregacdao proteica durante a liofilizagdo é o
aumento do tempo da secagem primaria. Por este motivo foi avaliado um novo protocolo de
liofilizacdo (protocolo 3) com tempo de secagem primdria de 24 horas a -40 °C.

Foram liofilizados por este protocolo o imunoconjugado e o AcM n3o conjugado
ndo acrescidos de excipientes e em trés concentragdes diferentes (2, 4 e 5 mg/mL). Os

resultados estdo expressos na TABELA 25.
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TABELA 25 - Avaliacdo do imunoconjugado e do AcM nao conjugado, ambos nao acrescidos
de excipientes e liofilizados pelo protocolo 3. Resultados expressos em média + DP (N=3).

~ AVALIACAO APOS
AVALIAGAO ANTES DA ¢ .
AMOSTRA RECONSTITUICAO A ANALISE POR CLAE
RECONSTITUICAO
o

Q Q = o o .
o w© Q S S %) < o o)
S N 9 T o = X 0 I
S o, &= t 8 =3 25 3| S0 Qg 3
& =5Qp 5¢ 2 5 ©F oo ST T 50 OE >
= C-éo c < a o c N © 0 T 5 =3 O 2 =0 o
E 8$can o S o L= 5o EDT 0 s =)
S c® c© x O 89 OGo S » c S < ©
L O O o L ) Qo — @®© o o ° S

0o @) O < £ >
*1 2mg/mL - - B PGS S 9,36%6,33  6,4940,11 s 94,5442,80  5,46+2,14
12 4mg/mL - - B PS S 832+4,02 6,52+0,17 s 95,73+0,02  4,27+0,07
17  Smg/mL - - B PG S 9,2243,06 6,47+0,07 s 93,70+2,21  6,30+1,93
21 - 2mg/mL - I Gel S 4,04+0,41 6,51+0,02 N 99,15+0,38  0,75+0,39
22 - 4mg/mL - B Pastiha S  7,90+2,87 6,46%0,27 N 99,84+0,04  0,16+0,10
23 - 5mg/mL - B Pastiha S  9,34#0,39 6,55#0,13 N 99,86+0,01  0,14+0,07

B = Branco; | = incolor; S = Sim; N = Nao

* Este resultado foi anteriomente apresentado na TABELA 23 e reapresentado aqui para facilitar

a comparacdo entre as formulagdes.

Foi observado que o aumento do tempo de secagem primaria ndo impediu a

formacao de particulas visiveis utilizando-se qualquer concentracdo final de imunoconjugado

(formulagGes 1, 12 e 17).

O mesmo ndo aconteceu quando apenas o AcM nao conjugado foi liofilizado. Na

realidade, ndo apenas constatou-se auséncia de particulas visiveis, como também a

formacdo de agregados soluveis foi significativamente menor (P<0,05) para todas as

concentracOes estudadas (TABELA 25). A diferenca na quantidade de agregados soluveis

pode ser visualizada nos cromatogramas por CLAE que estdo demonstrados na FIGURA 47.
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FIGURA 47 - Perfis cromatograficos por CLAE do imunoconjugado (formulagdes 1, 12 e 17) e
do AcM ndo conjugado (formulagGes 21, 22 e 23) n3do acrescidos de quaisquer excipientes e
liofilizados pelo protocolo 2. (1) = agregado; (2) = anti-CD20-DOTA.

Ademais, observou-se a formacdo de uma pequena pastilha (FIGURA 48) com

pouco sinal de colapso macroscépico quando o AcM nao conjugado foi liofilizado em uma

concentracdo de 4 e 5 mg/mL (formulagdo 22 e 23).
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FIGURA 48 - Exemplo de formacgdo de pastilha para o imunoconjugado liofilizado na
concentracdo final de 5 mg/mL.

Aparentemente, o fato de o AcM estar conjugado ao DOTA, interfere
negativamente na obtencdo de uma pastilha elegante, do mesmo modo que promove maior
formacado de agregados sollveis e insoluveis.

Isto é explicado em partes devido a composi¢ao original do MabThera® conter
polissorbato 80 que por ser retirado antes do processo de conjugacao, como citado no item
5.3.2.1, ndo estd presente no imunoconjugado.

A formacgdo da interface dgua:gelo durante o congelamento pode causar uma
superficie hidrofdbica e provocar a desnaturacdo e/ou agregacdo de proteinas. Sulfactantes
ndo-ibnicos como o polissorbato 80 podem ser empregados para diminuir a superficie de
tensdo de proteinas em solucdo e estabiliza-las por se ligarem parcialmente as partes
"desdobradas" da proteina de tal maneira que facilite o redobramento. Além disso, o uso de

sulfactantes também pode ser Gtil para diminuir a agregac3o proteica 3% 4%

, € talvez por
isso ndo foram encontrados agregados insoliveis bem como uma pequena quantidade de
agregados soluveis nas formulagdes 21, 22 e 23 (TABELA 25).

Outro fator que poderia explicar a maior formacao de agregados é a formacdo de
bases de Schiff entre o quelante e a molécula de AcM. Estas bases sdao formadas geralmente
quando o agucar, utilizado como crioprotetor/lioprotetor, é reduzido e o grupo carbonil livre

reage com um grupamento amino presente na proteina (geralmente residuos de lisina e

arginina). Esta reac3o é conhecida como reacdo de Maillard **.
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A reacdo de Maillard ocorre em especial quando aglcares como a glicose,

141 ~ o~
. Mesmo que ndo ocorra reagdo de

lactose, maltose e maltodextrina sao utilizados
Maillard com o uso de manitol, é importante considerar que cada molécula de DOTA possui
trés grupos carboxilicos livres que podem formar bases de Schiff com os grupos amina
presente nas porg¢des desnaturadas do AcM que, como discutido anteriormente, ficaram
expostas depois do processo de liofilizacao.

Como a diminuicdo da temperatura de congelamento e secagem primaria ndo
impediu a formacdo de particulas visiveis, avaliou-se um novo protocolo de liofilizagao
(protocolo 4) com congelamento a -40 °C e secagem primaria a -35 °C por 24 horas.

Para este protocolo foram avaliadas diferentes concentracbes finais do

imunoconjugado (2, 4 e 5 mg/mL) com e sem adi¢do de 2,5, 5 ou 10 mg de manitol. Os

resultados das anadlises antes e apds a reconstituicao estdao apresentados na TABELA 26.
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TABELA 26 - Avaliagdo do imunoconjugado liofilizado em diferentes concentragbes e
acrescido de diferentes massas de manitol. As amostras foram liofilizadas pelo protocolo 4.

Resultados expressos em média + DP (N=3).

~ AVALIACAO
AVALIAGAO ANTES DA - ¢ 4
AMOSTRA RECONSTITUICAO APOS A ANALISE POR CLAE
RECONSTITUICAO
o
o L - o (@] |
o @ Q S o < o o
S N 9 T o = x 2} N
> 82, E B8 =35 25 =S Se  0g ?
8 50T o S 58 28 o3 T >0 (S =2
> c ‘L_, e o Q c = C n T 5 o O 2 L e} 8
E %eA3 S o WE 5o £0T P 8 o
= £ ® x © ©TO Oac S T > < ©
o L = o= ] ) o o
LL Qo o — NS >
O o O < = S
2,5mg
3 2mg/mL Ma | Gel S 5,57+2,56  6,50+0,04 99,74+0,02  0,26%0,07
4 2mg/mL 5 mgMa | Gel S 5,66+1,68 6,55+0,07 99,91+0,09 0,10+0,09
10 mg
5 2mg/mL Ma | Gel S 10,23+7,79 6,47+0,09 99,93+0,09 0,07+0,60
12 4mg/mL - B P6 S 12,94+1,30 6,54+0,27 99,30+0,47 0,70+0,47
2,5mg .
13 4mg/mL Ma B P6 S 12,79+4,83  6,39+0,03 99,78+1,02 0,2210,10
14 4mg/mL 5 mg Ma B P6 S 5,48+1,80 6,50+0,15 99,73+0,05 0,27+0,05
10 mg .
15 4mg/mL Ma B P6 S 7,36£0,04 6,51+0,11 99,82+0,17 0,18%0,17
5mg
16 4mg/mL g/l;; B Po S 8,60+1,22 6,55+0,07 N 86,50+0,04 13,87+0,04
NacCl
17 5mg/mL - B Pastilha S 3,86+3,70 6,51%0,22 99,04+0,06 0,96%0,06
2,5mg .
18 5mg/mL Ma B  Pastilha S 1,61+0,45 6,54+0,02 99,91+0,13  0,09+0,13
19 5mg/mL 5 mgMa B Pastilha S 8,3716,31 6,4710,24 99,68+0,45 0,32+0,08
10 mg .
20 5mg/mL Ma B  Pastilha S 7,78+1,98  6,49+0,12 99,94+0,02 0,06+0,02

B = Branco; | = Incolor; Ma = Manitol; S = Sim

Todas as formulagdes liofilizadas pelo protocolo 4 apresentaram colapso

macroscoépico da matriz. A adicdo de manitol ndo ajudou na formacdo da pastilha do

imunoconjugado liofilizado na concentracdo de 2 mg/mL (formulagdes 3, 4 e 5).

Apenas quando se utilizou a concentragdo de 5 mg/mL, observou-se formacdo de
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pastilha. Contudo, apesar do bom aspecto do produto final, todas as formula¢des que
utilizaram esta concentrac¢do (formulagdes 17, 18, 19 e 20) apresentaram particulas visiveis
apos a reconstituicdo com tampdo acetato de amonio.

Dentre todas as formulac¢des estudadas, apenas a formulacdo 16 ndo apresentou
particulas visiveis apds a reconstituicao.

No entanto, a formacdo de agregados sollveis foi muito maior do que em todos
os outros lotes e formulagdes estudadas, como é possivel observar na FIGURA 49.

Esta formulacdo foi proposta por Wojdowska e colaboradores (2015) 109 o
segundo os autores, no desenvolvimento de uma formulagdo 6tima, foram preparados mais
de 20 lotes com diversas formulagdes. Infelizmente, os autores ndo detalharam as etapas
deste desenvolvimento, nem tdo pouco o protocolo de liofilizagao utilizado. Além disso, ndo

foi relatada a quantidade e/ou presenca de agregados sollveis e insollveis para o produto

liofilizado ndo radiomarcado.
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FIGURA

49 -

Perfis cromatograficos por CLAE do

imunoconjugado em diferentes

concentracdes finais e liofilizado pelo protocolo 4. O imunoconjugado foi acrescido ou nao
de diferentes excipientes. (1) = agregado; (2) = anti-CD20-DOTA.
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Apesar da grande quantidade de agregados sollveis, a auséncia de particulas

visiveis possibilitou a continuagdo dos estudos com este produto.

O AcM conjugado ao DOTA pelo método 2 de conjugacdo (2 h a 37 °C) também

foi acrescido de 5 mg de manitol e 9 mg de NaCl e liofilizado pelo protocolo 4. Os resultados

da comparac¢do entre os AcM conjugados pelos dois métodos de conjugacao e liofilizados

nas condic¢des citadas acima, estdo expressos na TABELA 27.

TABELA 27 - Comparacdo entre o AcM conjugado pelo método 1 e 2 de conjugacao,
acrescido de excipientes (formulacdo 16) e liofilizado pelo protocolo 4. Resultados expressos
em média + DP (N=3).

~ AVALIACAO
AVALIACAO ANTES DA . .
AMOSTRA RECO?\ISTlTUlCAO APOS A ANALISE POR CLAE
RECONSTITUICAO
o o 2 o S = S o
() ] S O = ° %)
§ 88 2 3 tTg gf oFf . 8. 8
o o ® () = 58 &% ST S o o >
> T 2 o 2 clN g4q S S L O 2 £ 0 o
E 22 3 o $F 59 ED = te £3 >
s §5 8 5883 53 LI LI
o o 8 - g o L X
16 1 >mgMa+ g PG S 8,60t1,22 6,55¢0,07 N  86,5045,68 13,50+5,68
9 mg NaCl
16 >mgMa+ g PG S 885t1,34 6,47+0,12 N 86,130,04 13,87+0,04
9 mg NaCl

B = Branco; M = Manitol; S = Sim; N = Ndo

Em ambos os lotes foi observada a formacao de um p6 branco com microbolhas,

caracterizando o colapso da matriz. Todavia, a reconstituicdo do produto foi rdpida e

completa ndo sendo observada presenca de particulas visiveis.

N3o foram encontradas diferencas entre a umidade residual (P=0,8229),

guantidade de imunoconjugado (P=0,9543) e agregados soluveis (P=0,9156) entre os dois.

Os perfis cromatograficos por CLAE, indicaram que ndo houve quebra do AcM ou

desacoplamento do quelante devido ao processo de liofilizacdo para os dois

imunoconjugados analisados (FIGURA 50).
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FIGURA 50 - Perfis cromatograficos por CLAE do imunoconjugado (formulacdo 16) liofilizado
pelo protocolo 4, Em (A), AcM conjugado pelo método 1 de conjugacdo e em (B), AcM
conjugado pelo método 2 de conjugacdo. (1) = agregado; (2) = anti-CD20-DOTA.

Os resultados obtidos nesta etapa permitiram concluir que o protocolo 4 foi o
melhor protocolo testado e a formulagdo ideal a ser utilizada para liofilizacdo do
imunoconjugado é acrescentando-se 5 mg de manitol, 9 mg de NaCl e 2 mg do
imunoconjugado em 400 uL de tampao acetato de amonio 0,25 M pH 6,5, conferindo uma
concentracdo final de 4 mg/mL de imunoconjugado.

Estas foram as condicOes estabelecidas para a liofilizacdo do imunoconjugado e

realizacdo dos demais ensaios.
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7.5.3 Analise da integridade estrutural do imunoconjugado liofilizado por eletroforese em

gel de poliacrilamida

A integridade estrutural constatada por CLAE (FIGURA 50) foi confirmada pela
analise em gel de poliacrilamida. Os dois imunoconjugados liofilizados e reduzidos por
tampao redutor, apresentaram duas bandas no gel de poliacrilamida com peso molecular de
aproximadamente 50 kDa e 25 kDa (FIGURA 51). Estas bandas correspondem a cadeia
pesada e a cadeia leve da molécula de IgG que foram separadas devido a quebra das pontes
de dissulfeto.

As mesmas bandas com o mesmo padrdo de peso molecular foram observadas
para o AcM ndo conjugado, indicando que ndo houve degradacdo do AcM devido a

conjugacao e liofilizagdo (FIGURA 51).

225kDa
150 kDa
110 kDa

75kDa |

50 kDa

FIGURA 51 - SDS-PAGE do imunoconjugado liofilizado pelo protocolo 4 apés a reconstituicao.
Em (1) AcM anti-CD20 ndo conjugado; em (2) AcM conjugado ao DOTA pelo método 1 de
conjugagao e em (3) AcM conjugado ao DOTA pelo método 2 de conjugag¢dao. M = marcador
de peso molecular.

O padrao de SDS-PAGE encontrado neste trabalho foi similar ao encontrado por
Heljo e colaboradores (2013) *°. Eles concluiram que o espaco encontrado entre a primeira e
segunda banda, indicou que o processo de liofilizacdo ndao formou novas ligacdes covalentes
intramoleculares as quais poderiam nao ser quebradas sob as condi¢des de redugdo. Este

. . . .. .z 145 ~ N
resultado indica que o uso de manitol como excipiente, como ja esperado, ndo levou a
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degradacdo via reacdo de Maillard.

7.5.4 Radiomarcagao com Lu-177

O imunoconjugado liofilizado foi reconstituido e radiomarcado com baixa e alta
atividade de Lu-177, sempre com atividade especifica de 740 MBg/mg.

A pureza radioquimica, sem purificacdo apds a radiomarcacao, foi superior a 80%
para os imunoconjugados obtidos pelos dois métodos de conjugacdo (FIGURA 52 e FIGURA
53).

Apesar do rendimento de radiomarcacdo ter sido maior para o anticorpo
conjugado pelo método 2, esta diferenca nao foi significativa, tanto para a radiomarcacao
com baixa atividade (P=0,2332 - FIGURA 52), quanto para a radiomarcagdao com 1.480 MBq
de Lu-177 (P=0,7521 - FIGURA 53).
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FIGURA 52 - Pureza radioquimica (imediato ndo purificado) do AcM conjugado pelos dois
métodos de conjugacao e liofilizados pelo protocolo 4. Condi¢des de radiomarcacao: 0,2 mg;

148 MBq (740 MBqg/mg); tampdo acetato de amonio 0,25 M pH 6,5. Resultados expressos
em média + DP (N=5).
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FIGURA 53 - Pureza radioquimica do AcM conjugado pelos dois métodos de conjugacgao e
liofilizados pelo protocolo 4. Condi¢cdes de radiomarcacdo: 2 mg; 1.480 MBq (740 MBqg/mg);
tampdo acetato de amonio 0,25 M pH 6,5 (NP= nao purificado e P = purificado). Resultados
expressos em média * DP (N=5 para método 1 de conjugacdo e N=2 para método 2 de
conjugacao).

Apds a purificagdo em coluna PD-10, obteve-se um radioimunoconjugado com
pureza superior a 97% em ambas as condi¢des estudadas (P=0,4027), como observado na
FIGURA 53.

Este resultado foi superior ao encontrado por Gholipour e colaboradores (2014)
121 que obtiveram pureza radioquimica, pds purificagdo, igual a 92% e 84%, quando o
radioimunoconjugado (rituximabe-DOTA) liofilizado foi radiomarcado com In-111 e Y-90

respectivamente (atividade especifica de 566 MBg/mg).

7.5.5 Estudo da estabilidade do anti-CD20-DOTA-'""Lu em condigdes de transporte

O imunoconjugado liofilizado e radiomarcado com alta atividade de Lu-177 teve
sua estabilidade avaliada da mesma maneira que o imunoconjugado nao liofilizado e
radiomarcado nas mesmas condi¢es (capitulo 5).

O AcM conjugado pelo método 1 (FIGURA 54) apresentou melhor estabilidade
apds o armazenamento por 24 horas a -20 °C, seguido de armazenamento por 6 horasa 2 - 8
°C (P=10,0243) e apds 48 horas sob as mesmas condi¢des (P=0,0001), quando comparado ao
AcM conjugado pelo método 2 (FIGURA 55). Todavia, ambos tiveram pureza radioquimica

superior a 90%, em todos os tempos e condicdes estudadas.
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CondigGes de armazenamento

— 1001

R

: **f*{%%{

E 901

3

o

02

B

5_80-

m

~N

L

3

o

?GIIIIIIII
R L & & & & & &
QY 9 9 98 QY " 0
AT AT 2T S o8 o

LEGENDA

IP = Imediato purificado
D + C = Diluigdo + Congelamento
D + R = Diluig&o + Refrigerag&o

§100-

= - -

T E3 — -fi

E 901

3

o

.0

®

i 80-

m

N

o

3

o

?G T T T T T T T T

R L & & 2 & &
VR, R VR, Q
RS AN

Condigtes de armazenamento

FIGURA 54 - Estabilidade do AcM conjugado pelo método 1 de conjugacao, liofilizado e
radiomarcado com alta atividade de Lu-177 (2 mg / 1.480 MBqg; 740 MBg/mg). Em (A),
resultados da estabilidade apds armazenamento por 24 horas a -20 °C, seguido de
armazenamento por 6 horas a 2 - 8 °C e em (B), apds armazenamento por 48 horas a -20 °C,
seguido de armazenamento por 6 horas a 2 - 8 °C. Resultados obtidos por CCD e expressos

em média + DP (N=2).
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FIGURA 55 - Estabilidade do AcM conjugado pelo método 2 de conjugacdo, liofilizado e
radiomarcado com alta atividade de Lu-177 (2 mg / 1.480 MBq; 740 MBqg/mg). Em (A),
resultados da estabilidade apds armazenamento por 24 horas a -20 °C, seguido de
armazenamento por 6 horas a 2 - 8 °C e em (B), apds armazenamento por 48 horas a -20 °C,
seguido de armazenamento por 6 horas a 2 - 8 °C. Resultados obtidos por CCD e expressos

em média + DP (N=2).

A instabilidade maior encontrada para o método 2 (FIGURA 55) esta associada a

presenca, em maior quantidade, de DOTA-'"’

possivel observar na FIGURA 56.

Lu quando comparado a "’Lu livre, como é
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FIGURA 56 - Quantificacdo das impurezas presentes no estudo de estabilidade do AcM
conjugado pelo método 2 de conjugacao, liofilizado e radiomarcado com alta atividade de
Lu-177 (2 mg / 1.400 MBq; 740 MBg/mg). Em (A), resultados da estabilidade apds
armazenamento por 24 horas a -20 °C, seguido de armazenamento por 6 horasa 2 -8 °C e
em (B), apds armazenamento por 48 horas a -20 °C, seguido de armazenamento por 6 horas
a2 -8°C. Resultados obtidos por CCD e expressos em média + DP (N=2).

177

Observaou-se que a quantidade de DOTA-""'Lu aumentou com o tempo de

armazenamento do anti-CD20-DOTA-Y"’

Lu tanto para o tempo de 24 horas apds a
radiomarcacdo (FIGURA 56 A), quanto para o tempo de 48 horas apds a radiomarcacdo

(FIGURA 56 B).

Aparentemente a quantidade maior de quelantes acoplados ao AcM no método

2 de conjugacdao torna estas ligacbes mais instaveis e promove, preferencialmente, a

177

clivagem das ligacdes entre o quelante e o AcM quando o anti-CD20-DOTA-""Lu é

submetido a periodos longos de armazenamento.
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7.5.6 Analise da Imunorreatividade do imunoconjugado liofilizado

Conforme discutido anteriormente no capitulo 5, a imunorreatividade de um
AcM é a principal propriedade que se deve preservar quando se desenvolve
radioimunoterapicos.

O estudo em células Raji indicou que apds a liofilizagdo, o AcM conjugado pelo
método 1 de conjugacdo perdeu 2,5% da sua imunorreatividade quando comparado ao
imunoconjugado nao liofilizado (de 89,3% para 86,8%), porém, esta diminuicdo nado foi
significativa (P=0,8993). Ja para o AcM conjugado pelo método 2 de conjugacdo, ndo foi

observada perda da imunorreatividade (de 74,3% para 74,6%) (FIGURA 57).

£ 1.0
bl
o0
xX oo =] O Método 1 (r=0,868)
E 0.6 o (o] O Método 2 (r= 0,746)
5 0447
)]
o
(7]
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Concentragdo celular (milhdo/mL)

FIGURA 57 - Imunorreatividade apds a liofilizacdo do anti-CD20 conjugado pelos dois
métodos de conjugacdo (N=3).

Os resultados de imunorreatividade para o imunoconjugado liofilizado foram
considerados altos, comparados aos encontrados por Gholipour e colaboradores (2014) 121
gue obtiveram imunorreatividade de 47,3% para o rituximabe conjugado ao p-SCN-BZ-DOTA
na razdo molar 1:25 e liofilizado em presenca de 8 mg de manitol por miligrama de
imunoconjugado, ao passo que neste trabalho, foram utilizados 2,5 mg de manitol por
miligrama de imunoconjugado.

Resultados semelhantes ao encontrado neste trabalho, também foram obtidos
por Forrer e colaboradores que lioflizaram 5 mg de rituximabe conjugado ao DOTA

acrescentando 20 mg de manitol. Esta concentragdo alta de manitol aparentemente

preservou a imonorreatividade do AcM, ja que o valor obtido foi de 84,7%. A razdo molar
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utilizada foi 1:10 e quatro quelantes se acoplaram ao AcM >
A comparagdo mais proxima que poderia ser feita seria com os estudos

109 ~
, uma vez que a mesma formulacdo e

realizados por Wojdowska e colaboradores (2015)
anticorpo foram utilizados. Todavia, os autores ndo relataram os resultados de

imunorreatividade encontrado para o imunoconjugado liofilizado.

7.5.7 Comparacao entre o imunoconjugado nao liofilizado e liofilizado

Conforme abordado anteriormente, o desenvolvimento de um imunoconjugado
liofilizado para pronta marcacao busca agregar valor ao produto, aumentando o tempo de
prateleira do imunoconjugado e facilitando a rotina de produgdo deste radiofarmaco.

No entanto, se o processo de liofilizagdo causar diminuicdo no rendimento de
radiomarcacdo ou diminuicdo da imunorreatividade do AcM, a liofilizacdo deixa de ser
vantajosa.

Os resultados que comparam o imunoconjugado ndo liofilizado e liofilizado
foram, até entdo, apresentados separadamente ao longo do capitulo 5 e 7. Nesta se¢ao, 0s
principais resultados de radiomarcacdo com atividade alta de Lu-177 (2 mg / 1.480 MBq) e
os valores de imunorreatividades obtidos sdo abordados conjuntamente para permitir a
comparagao.

Na FIGURA 58, estdo apresentados os valores de pureza radioquimica obtidos
para o AcM conjugado pelo método 1 de conjugacao.

N3ao foram observadas diferengas entre as purezas radioquimicas obtidas para o
anti-CD20-DOTA-'""Lu n3o liofilizado e liofilizado antes da purificacdo (INP - NL e INP - L;

177

P=0,7515), bem como para o anti-CD20-DOTA-"""Lu ndo liofilizado e liofilizado apds a

purificacdo (IP - NLe IP - L; P=0,2936).
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FIGURA 58 - Comparacdo da pureza radioquimica obtida apds a radiomarcacdao de 2 mg de
AcM conjugado pelo método 1 e radiomarcado com 1.480 MBq de Lu-177 (740 MBg/mg).
Radiomarcagdes realizadas com o imunoconjugado nao liofilizado (N=5) e liofilizado (N=2).
Resultados expressos em média + EPM.

Na FIGURA 59, estdo apresentados os valores de pureza radioquimica obtidos
para o AcM conjugado pelo método 2 de conjugacdo.

O método 2 de conjugacdo apresentou pureza radioquimica mais alta, em
relacdo ao método 1, apenas quando 0,2 mg dos imunoconjugados foram radiomarcados
com 148 MBq (4 mCi) de Lu-177 e somente para os imunoconjugados ndo liofilizados. Estes
resultados foram apresentados no capitulo 5, FIGURA 29.

No entanto, quando os imunoconjugados foram liofilizados e radiomarcados, nao
houve diferenga na pureza radioquimica, tanto na condi¢do de 0,2 mg / 148 MBq (4 mCi),
quanto na condi¢do de 2 mg / 1.480 MBq (40 mCi). Estes resultados foram apresentados nas
FIGURA 52 e FIGURA 53.

Também ndo foram observadas diferengas entre as purezas radioquimicas
obtidas para o radioimunoconjugado nao liofilizado e liofilizado antes da purificagdo (INP -
NL e INP - L; P=0,8543), bem como para o radioimunoconjugado ndo liofilizado e liofilizado

apos a purificacdo (IP - NLe IP - L; P=0,2766), conforme é possivel observar na FIGURA 59.
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FIGURA 59 - Comparacao da pureza radioquimica obtida apds a radiomarcacao de 2 mg de
AcM conjugado pelo método 2 e radiomarcado com 1.480 MBq de Lu-177 (740 MBg/mg).
Radiomarcacgdes realizadas com o imunoconjugado ndo liofilizado (N=5) e liofilizado (N=2).
Resultados expressos em média + EPM.

Estes resultados indicam que se uma etapa de purificacdo apds a radiomarcacao
for empregada, ambos os métodos de conjugacdo fornecerdo radioimunoconjugados com

pureza radioquimica superior a 95% tanto antes quanto apds a liofilizacdo.

Radiofarmacos para terapia necessitam apresentar pureza radioquimica superior
a 95% *°, tanto gue na auséncia desta pureza, a administracdo do ibritumomab-tiuxetan-°Y
(Zevalin®) é desaconselhada pelo fabricante™®®.

Natarajan e colaboradores (2015) proporam um método de sintese
semiautomatizada do rituximabe-DOTA-**Cu gue se adequa as Boas Praticas de Fabricacao e
inclui as etapas de purificacdo apds a radiomarcacao e esterilizacdo por filtro de 0,22 um do
produto final 8 0 desenvolvimento de um método similar facilitaria a rotina de producao,
além de evitar contaminacdo microbiolégica do produto devido a manipulacdo.

Analisando as curvas de ligacdo celular obtidas nos ensaios de imunorreatividade
dos quatro imunoconjugados (FIGURA 60) (AcM conjugado pelo método 1 e 2, nao liofilizado
e liofilizado), observou-se que ndo houveram diferencas significativas no perfil de ligacdo as

células (P=0,5288).
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FIGURA 60 - Imunorreatividade do AcM conjugado pelos métodos 1 e 2 antes e apds a
liofilizacdo (N=3).

Considerando que a formacdo de agregados proteicos indica que houve
desnaturacdo da proteina e analisando os resultados expressos nas FIGURA 51 e FIGURA 60,
conclui-se que esta desnaturacdo parcial ndo causou dano estrutural e tdo pouco diminuicdo

significativa da imunorreatividade do AcM.

Os resultados promissores obtidos para o imunoconjugado liofilizado
representam maior praticidade de producdo para o IPEN, uma vez que lotes grandes
poderiam ser produzidos, armazenados e radiomarcado de acordo com a necessidade de
producdo/comercializagdo. Além disso, a comercializacdo do produto liofilizado é uma
alternativa para radiomarcacdo em radiofarmdcia centralizada ou hospitalar, como ja é feito

com os kits liofilizados para radiomarcagao com Tc-99m.
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7.6 CONCLUSOES

Os resultados encontrados nesta etapa do estudo permitiram concluir:

v' foi possivel liofilizar o anti-CD20-DOTA, todavia houve formacdo de agregados
indicando desnaturagdo parcial do AcM, em pequena porcentagem;

v' a desnaturacdo parcial n3o afetou consideravelmente a estrutura e a
imunorreatividade do anti-CD20-DOTA;

v' o imunoconjugado liofilizado apresentou rendimento de marcacdo similar ao ndo
liofilizado, quando radiomarcado com atividade especifica de 740 MBg/mg e pureza
radioquimica superior a 97% apos a purificacdo em coluna PD-10;

v" o radioimunoconjugado apresentou estabilidade alta por mais de 48 horas apds a
radiomarcacdo, sendo possivel a logistica para lugares distantes do centro produtor
(IPEN);

v todas estas caracteristicas citadas acima foram evidenciadas para o imunoconjugado
obtido pela conjugacdo ao DOTA para os dois métodos de conjugacdo indicando que
ambos podem ser utilizados para obtengdo de um imunoconjugado liofilizado com

alta eficiéncia de radiomarcacdo.
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A producdo de um imunoconjugado para radiomarcacdo envolve multipas etapas
e cada uma apresenta um desafio com muitos parametros a serem estudados. Por este
motivo, a principal contribuicdo deste trabalho, ndo foi apenas desenvolver um
radioimunoconjugado nacional, mas consolidar esta tecnologia no IPEN de forma que o
desenvolvimento de outros radiofarmacos derivados de AcMs se tornasse possivel.

Em relacdo ao radiofdrmaco estudado, destaca-se que foi possivel desenvolver
um imunoconjugado a partir do AcM anti-CD20 conjugado ao DOTA na razao molar 1:50.
Este imunoconjugado apresentou preservacao da imunorreatividade e estabilidade alta
guando armazenado a 2 - 8 °C por até 4 meses.

Este imunoconjugado, quando radiomarcado com atividade alta de .

u,
apresentou estabilidade por um tempo que possibilita o seu transporte as clinicas distantes
do centro produtor e quando descongelado, sua estabilidade se mostrou vantajosa para a
rotina das clinicas médicas.

O perfil farmacocinético e a biodistribuicdo do radiofdarmaco foram compativeis
com outros radioimunoconjugados encontrados em literatura, além de apresentar

apreciavel captagao tumoral, considerando os tempos estudados. A estabilidade alta in vivo

foi constatada pela baixa captacdo dssea e em tecidos ndo alvos.

A liofilizacgdo do imunoconjugado resultou em uma pastilha colapsada e
desnaturacdo parcial do AcM evidenciado pela formacdo de agregados soluveis.
Considerando este aspecto, é possivel realizar novos estudos com diferentes excipientes
para minimizar a formac¢do de agregados e melhorar o aspecto da pastilha, sugerem-se para

estudos futuros a inclusdo de polissobato 80 e trealose na formulagdo.
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Mesmo com estas caracteristicas, a estrutura e imunorreatividade do AcM foram
preservadas e foi possivel obter um radioimunoconjugado com rendimento alto de
radiomarcacdo e pureza radioquimica superior a 95% apds a purificacao.

A metodologia de conjugacdo (método 1 ou 2) ndo promoveu diferencas
significativas na pureza radioquimica, imunorreatividade e estabilidade do anti-CD20-DOTA-
177LU.

Ressalta-se que as radiomarcacdes realizadas para o imunoconjugado liofilizado,
utilizaram imunoconjugados recém liofilizados, com no maximo 5 dias apés a liofilizacao.
Portanto, ndo foi estudada a estabilidade do produto liofilizado.

Sendo o aumento do tempo de prateleira a principal vantagem da liofilizacdo,

ndo é possivel concluir se o processo de liofilizacdo aumenta ou ndo a estabilidade do anti-

CD20-DOTA. Sugere-se, portanto, estudos futuros para elucidar esta questao.

Por fim, se propde para a finalizagdo dos estudos pré-clinicos deste
radiofdrmaco, a realizacdo de estudos toxicoldgicos para que seja confirmada sua seguranca,

e assim ele possa ser estudado clinicamente em pacientes com LNH.
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Material: Fragmento de formagdosubcutdnea — Pesquisa.

LAUDO ANATOMO-PATOLOGICO

Avaliacio macroscopica

Encaminhado fragmento medindo 1,0 X 0,5 X 0,5 cm de superficie irreqular e coloragéo

esbranquicada. Ao corte consisténcia macia e superficie lisa.

Técnica histologica

Hematoxilina & Eosina

Avaliac8o microscépica

A andlise microscopica do fragmento encaminhado revela proliferacéo neoplasica de
células arredondas arranjadas de forma solida difusa, sustentadas por deliciado estroma
colagenoso. Essas células exiberm abundante citoplasma eosinofilico, nucleo ovalado e um ou dois
nucléolos evidentes. O pleomorfismo é moderade a acentuado, e verifica-se anisocariose
moderada. O indice mitético é moderado a elevado com figuras de mitoses atipicas. Entre as

células neoplasicas observam-se focos de necrose.
Diagndgstico:

Quadro morfoldgico compativel com Linfoma.

Conferido e assinado eletronicamente por Carolina G. Pires — CRMV—-5p 18 634
S3o Paulo, o7 de Dezembro de 2012
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