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Resumo

Rossatto Junior, Carlos Alberto. Preparo e avaliacdo do conjugado NOTA-
CTHRSSVVC radiomarcado com [%8Ga]galio e [*®F]fluor. 2021. 80 fls. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias — Oncologia) — Faculdade de Medicina, Universidade de Séo
Paulo, Sao Paulo, 2021.

O desenvolvimento de novas moléculas para inovacdo em diagnéstico de doencas
cronicas, tais como céancer, aterosclerose e doenc¢as neurodegenerativas, € foco de
uma variedade de laboratérios de investigacdo ao redor do mundo. Atualmente,
peptideos, bem como suas diferentes abordagens de radiomarcacéo, tém tido um
importante papel em testes clinicos em andamento, seja para diagndstico ou
tratamento, de varios tipos de canceres. O objetivo deste trabalho é desenvolver a
biomolécula sintética peptideo-like [NOTA-CTHRSSVVC] radiomarcada com o0s
is6topos [(8Ga]galio e ['®F]fluor, para efeito de comparagdo. p-SCN-Bn-NOTA-
CTHRSSVVC foi preparado pela reacdo de condensacao utilizando os quelantes p-
Bn-SCN-DOTA, ou p-Bn-SCN-NOTA, e o peptideo ciclico “CTHRSSVVC”. O
rendimento da reacdo, bem como os respectivos controles de qualidade dos
produtos e suas purificacdes, foi realizado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e os picos obtidos foram confirmados por espectrometria de massas. Em se
tratando da radiomarcacdo, 80ul do peptideo conjugado (NOTA-CTHRSSVVC),
obtido comercialmente, foi radiomarcado em 0,350 mL de solucdo de acetato de
sédio 0,2M (pH 4,1), adicionando-se a solu¢édo 0,05 mL contendo 1,0 — 2,5 mCi (ou
37 — 92,5 MBq) de [(8Ga]GaAcO ou ['F]AIF; as reacdes foram acompanhadas sob
diferentes temperaturas e os controles de qualidade dos produtos radiomarcados
foram avaliados por CLAE acoplado a um detector de radiacdo gama. A
radiomarcacdo dos peptideos conjugados [(8Ga]Ga-NOTA-CTHRSSVVC e [*®F]AIF-
NOTA-CTHRSSVVC, purificados, foram analisados por CLAE, obtendo produtos
com pureza radioquimica, de 97,8% (n=3) e 95,5% (n=3), respectivamente. Ambos

os radiofarmacos obtidos mantiveram-se estaveis quimicamente por 4 horas.

Descritores: Radioisotopos de fluor; Radioisotopos de galio; Cloreto de aluminio;
Peptideos; Cromatografia liquida de alta eficiéncia; Reatividade-estabilidade.



ABSTRACT

Rossatto Junior, C.A. Preparation and evaluation of NOTA-CTHRSSVVC with the
radioisotopes [®®Ga]Ga and [*F]AIF. 2021. 80 fls. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias — Oncologia) — Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2021.

The development of new molecules for innovation in the diagnosis of chronical
diseases, such as cancer, atherosclerosis and neurodegenerative diseases, is the
focus of a variety of researcher laboratories around the world. Currently, peptides, as
well as their different approaches to radiolabeling, have played an important role in
ongoing clinical tests, whether for diagnosis or treatment, of several types of cancers.
The aim of this work is to develop the peptide-like synthetic biomolecule [NOTA-
CTHRSSVVC] radiolabeled with the [68Ga]gallium and [*®F]fluorine isotopes, for
comparison. p-SCN-Bz-NOTA-CTHRSSVVC was prepared by the condensation
reaction using the chelators p-Bn-SCN-DOTA, or p-SCN-Bz-NOTA, and the cyclic
peptide “CTHRSSVVC”. The reaction yield, as well as the respective quality controls
of the products, and their purifications were performed by high performance liquid
chromatography (HPLC) and the peaks obtained were confirmed by mass
spectrometry. In the case of radiolabeling, 80ul of the conjugated peptide (NOTA-
CTHRSSVVC), obtained commercially, was radiolabeled in 0.350 mL of 0.2 M
sodium acetate solution (pH 4.1), with 0.05 mL containing 1.0 - 2.5 mCi (or 37 - 92.5
MBq) of [(8Ga]Ga or ['®F]AIF; the reactions were monitored under different
temperatures and the quality controls of the radiolabeled products were evaluated by
HPLC coupled to a gamma radiation detector. The preparation of p- SCN-NOTA-
CTHRSSVVC, by condensation reaction, was analyzed by LC-MS and the structures
were confirmed by the Q-TOF technique. The radiolabeling of conjugated peptides
[(8Ga] Ga-NOTA-CTHRSSVVC or ['®F]JAIF-NOTA-CTHRSSVVC, purified, were
analyzed by HPLC producing products with radiochemical purity of 97.8% (n = 3) and
95.5% (n = 3), respectively. Both of the radioactive products were chemically stable
for 4 hours.

Descriptors: Fluorine radioisotopes; Gallium radioisotopes; Aluminum chloride;

Peptides; Chromatography, high pressure liquid; Reactivity-stability.
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1INTRODUCAO

Oncologia é a area de estudo que determina como se da a prevencao, O
diagndstico, progndstico e a terapéutica de tumores e céancer, sendo parte dos
desafios, avaliar a integracdo de eventos genotipicos e fenotipicos.

Hanahan e Weinberg propuseram dez grupos de alteracdes fisioldgicas
celulares que, de modo independente ou associados, podem indicar a malignidade
de células e tumores associados (figura 1), sendo que destes, trés deles: (i) a
inflamacéo, (i) a angiogénese e (iii) o processo de invasdo e metastase, estdo
intimamente relacionados ao microambiente tumoral e podem interagir para acelerar
0 processo de progresséo tumoral.t3

C ..:i.‘::i?,s ) (k.y:::;ia?;:’;:)

Sustaining Evading
Aerobic glycolysis proliferative growth Immune activating
inhibitors signaling suppressors anti-CTLA4 mAb

Deregulating Avoiding

cellular immune
energetlcs %ﬂestrucnon
Proapoptotic Resns:]mg ® _,; Enlabh!ng Telomerase
BH3 mimetics o O\ o o e ek Inhibitors
\ / death g,ﬁ immortality
=<

Tumor-
instability & promoting
mutation

inflammation

AN

PARP Inducing Activating Selective anti-
inhibitors angiogenesis invasion & inflammatory drugs
metastasis

Inhibitors of Inhibitors of
VEGF signaling HGF/c-Met

Figura 1. Alvos moleculares para a terapia em cancer.?

1.1. O processo inflamatério como promotor do desenvolvimento de tumores

Atualmente é bem esclarecido que os componentes do microambiente
imunologico dos tumores e muitas terapias alvo-dirigidas tem desenvolvido novas
abordagens terapéuticas com embasamento no ataque destes componentes
especificos do tumor, preservando ao maximo o sistema imune dos pacientes;
partindo do pressuposto os méetodos de aplicacdo de moléculas alvo-dirigidas no
desenvolvimento de biomarcadores e probes diagndsticos ganham destaque nesse

Novo cenario e, para otimizar esse desenvolvimento, uma variedade de técnicas sao



comumente utilizadas com o intuito de fornecer o maior nimero de caracteristicas

daquele modelo tumoral e seu microambiente.

1.2. Imagem molecular

Imagem molecular foi definida como uma técnica que permite visualizar,
caracterizar e mensurar processos bioldgicos a nivel celular e molecular, em seres
humanos e outros organismos vivos, utilizando-se de alvos bioldgicos, sondas ou
tracadores e equipamentos apropriados para esses fins, podendo ser realizada tanto

in vivo quanto in vitro.

A imagem molecular utiliza a energia de particulas emitidas por radois6topos
de maneira a permitir a formagdo de uma imagem nitida, utilizada como base
métrica o perfil de captacdo desse radiois6topo nos diferentes tecidos biolégicos do
organismo em analise. Dos varios isotopos radioativos possiveis de serem utilizados
o ¥MTc [emissor de radiacdo gama ou féton Unico] dominou as aplicacdes
diagnéstica por véarias décadas; a partir dos anos 2000 os emissores de pdésitron
68Ga, 1C e 8F, por exemplo, passaram a serem preferenciais para o diagndstico por

imagem em modelos pré-clinico e clinico.

Moléculas marcadas com 8Ga e 8F partem de diferentes premissas. O %8Ga,
assim como o %°™Tc, é obtido através da eluicdo de um gerador de radioisétopos
com fonte geradora de ions [(8Ga]Ga3*, por exemplo. Os geradores de %8Ge/%®Ga,
podem ser adquiridos por clinicas de medicina nuclear para uso quando necessario,
uma vez que o tempo de meia-vida fisica do %8Ga é, aproximadamente, 68 minutos;
Em contrapartida, o is6topo 8F, com meia-vida fisica mais longa, 110 minutos,
permite sua producdo e distribuido para servicos de medicina nuclear que estejam

em um raio de 100 km do centro detentor de acelerador de particula (ou ciclotron).

Junta-se a esses atributos, o fato de que a tomografia por emisséo de
poésitrons (PET), ou seja, a formagao de imagem molecular a partir de particulas (3+)
emitidos do nucleo atbmico dos iso6topos supracitados, permite a tomada de imagens
tomograficas dinamicas, tornando possivel a quantificacdo absoluta da
biodistribuicdo das moléculas radiomarcadas em tempo real, durante todo o tempo

de exame.
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Na tabela 1, abaixo, sdo apresentadas algumas vantagens e desvantagens

entre 0 ®®Ga e o 8F, demonstrando qudo necessarios sdo ambos os elementos

radioativos na radiofarmacia clinica e pré-clinica.

Tabela 1. Comparacao entre radioisotopos para imagens PET.

Vantagens

Desvantagens

[F)

[8Ga]

1) Pode ser produzido em atividades de

atée 5 Ci/por lote, permitindo produzir

grande quantidade de moléculas
marcadas;
2) T1/2 = 110 min, suficiente para

radiomarcacoes e realizacdo de varios
experimentos in vitro e in vivo.
3) Devido ao pequeno raio idnico, por

vezes 0S sistemas biolégicos o

reconhecem como um atomo de
hidrogénio, e a molécula a qual esta
ligado passa a ser reconhecida como

natural pelo organismo.

1) E obtido através de um sistema

gerador 68Ge/68Ga, podendo ser
instalado em qualquer laboratoério
licenciado (custo de  aquisicao

aproximado de US 35.000,00/ano) e
pode ser eluido do gerador diversas
vezes ao dia;

2) Raio
complexacdo a

ibnico é adequado para

varios  ligantes

utilizados em conjugacao de

biomoléculas (figura 2).

1) Necessidade de um ciclotron,
nas

instalacdes de pesquisa, para

produzi-lo (custo instalacdo US$ 2

milhdes).

Também pode ser adquirido de

uma unidade produtora, mas com

limitagBes logisticas;

de

relativamente complexo,

2) Processo marcacao
sendo
aconselhavel o uso de unidades
automaticas para realizacdo das

reacoes.

1) A atividade maxima dos
geradores produzidos atualmente

€ de 100 mCi/eluicéo;

2) Apresenta maior energia
depositada em seu poésitron o que
pode ocasionar alguma perda na
qualidade da imagem gerada,

guando comparada ao 18F.



1.3. Modificacdo molecular para preparacéo de complexos de %8Ga.

Considerando a facilidade de obtencdo dos radioisétopos [¢®Ga]gdalio, as
moléculas a serem marcadas com esse radioisétopo precisam passar por algumas
modificacdes de forma a tornar a complexacédo com o radiometal possivel. Umas das
taticas mais comuns é introducao de grupos quelantes nestas moléculas, permitindo

a complexacao do radioisétopo metalico nessa porc¢ao.

Uma classe de quelantes utilizados para tal fim sdo os quelantes bifuncionais,
ou seja, moléculas capazes de serem ligadas a biomoléculas e complexarem o
metal em reacdo, ao mesmo tempo. Uma classe bastante utilizada dentre esses
quelantes, sdo os macrociclicos, como o grupo dos triazamacrociclicos (ex.: NOTA)
(figura 2). Irina Velikiyan demonstrou que quelantes macrociclicos possuem alta
estabilidade de ligacdo e suas constantes de dissociacéo sdo da ordem de 10° a 10’
vezes menor, quando comparados aos quelantes aciclicos, tais como a
desferrioxamina (DFO) e o &cido dietilenotriaminopentacético (DTPA); o0s
macrociclicos também apresentam maior resisténcia termodindmica e maior
lipofilicidade, caracteristicas estas importantes para aplicacdo de biomoléculas in

Vivo.

Ebenhan e colaboradores, conjugaram o macrociclico NOTA a um peptideo
derivado da ubiquicitina (UBI29-41) e o radiomarcaram com [*®Ga]géalio mostrando
que a estabilidade do complexo formado, demonstrando grande potencial

translacional como ferramenta de imagem para captacdo em focos infecciosos.REF]
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Figura 2. Estrutura molecular do quelante bifuncional NOTA [Nome IUPAC].

O 8 6 0
1 9 s 1
HO 1 4 OH

2-[(5S)-4,7-bis(carboxymethyl)-5-[(4-isothiocyanatophenyl)methyl]-1,4,7-triazonan-1-yl]acetic acid

Desenhado utilizando o Software ChemDrawn® v.18. (Fonte: Autor da dissertacéo)
1.4. O complexo radioisotipico [*8F]AIF - flGor-aluminio

Laverman e colaboradores, em 2010, apresentaram resultados de
radiomarcacdo utilizando um complexo formado por um radioisétopo ametal [*8F] e
um metal [o aluminio — Al)]. A técnica é considerada inovadora por permitir a unido
de um radioisétopo, comumente acoplado a biomoléculas por reacbes organicas
sequenciais e grande perda de produtos no processo, para a formacdo de um
complexa radiometalico passivel de se ligar a um quelante bifuncional em apenas
duas etapas reacionais e com baixissima perda de rendimento quando comparado
as técnicas mais usuais. A mais proeminente desvantagem dessa técnica é a
necessidade da utilizagdo de moléculas que possam ser funcionalizadas com
guelantes bifuncionais. No entanto, as variedades de técnicas de funcionalizacdo de
biomoléculas tornam varias aplicacdes clinicas, bem como diminuicado de perdas de

produtos e aumento de rendimento reacional, possiveis a curto prazo.

Suttcliffe e colaboradores demonstraram, através da adaptacdo da técnica de
Laverman, a marcacao de biomoléculas tais como sequéncias peptidicas, aptameros

e imunoglobulinas. A técnica mostra-se versatil e ampla para expansdo em clinicas



detentoras de ciclotrons, por se tratar de uma técnica de facil adaptagcéo e chances
de bons rendimentos, tornou-se uma metodologia bastante utilizada em paises

desenvolvidos e em desenvolvimento.

1.5. O peptideo CTHRSSVVC

Silva e colaboradores, investigaram um grupo de peptideos, selecionados
pela técnica de phage display, para avaliacédo e validacdo de possiveis marcadores
para diagnéstico molecular em aterosclerose, utilizando-se de um modelo animal
knockout para receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLr-/-). O peptideo
selecionado com maior avidez por placas ateroscleréticas, cuja sequéncia é
“CTHRSSVVC”, foi modificado pela conjugacédo ao quelante DOTA e radiomarcado
com o radioisétopo emissor de féton Unico, [*'lIn]indio. Foram avaliadas as
captacbes in vitro da biomolécula marcada em modelo animal, observando-se a
captacdo em carotidas normais e em placas ateromatosas, apresentando resultados

estatisticamente significativos a captacdo em placas de ateroma.
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Figura 3. Estrutura molecular da sequéncia peptidica ciclica “CTHRSSVVC” contendo uma
ligacdo dissulfeto entre as cisteinas 1 e 9 e 0s grupos terminais carboxilico e aminico das
cisteinas encontram-se livres para funcionalizacdo. Software: ChemBioOffice Ultra v.13.0,
PerkinElmer®
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22-((1H-imidazol-4-yl)methyl)-28-amino-19-(3-guanidinopropyl)-25-(1-hydroxyethyl)-13,16-bis(hydroxymethyl)-7,10-
diisopropyl-6,9,12,15,18,21,24,27-octaoxo-1,2-dithia-5,8,11,14,17,20,23,26-octaazacyclononacosane-4-carboxylic acid
Chemical Formula: C3gHg4N14043S,
Molecular Weight: 989,14

Desenhado utilizando o Software ChemDrawn® v.18. (Fonte: Autor da dissertagéo)

Estudos posteriores [resultados néo publicados] realizados em colaboragao
com o Prof. Dr. Kateshi Katti e col.,, da Universidade do Missouri - USA,
demonstraram significativa captacdo desta sequéncia ao conjugar o peptideo a
nanoparticulas de ouro (CTHRSSVVC - Au), em linhagens celulares de tumor de
prostata PC-3 e de tumor de pancreas Panc - 1, utilizando as técnicas CytoViva e

Microscopia por transmisséao de elétrons (TEM).



1.6. JUSTIFICATIVA

Ha uma preocupacao global em se desenvolver novas tecnologias de rastreio,
tratamento e seguimento terapéutico na oncologia. O desenvolvimento de
biomarcadores e moléculas alvo-especificas tornaram-se parte da pesquisa de rotina
em doencas cronicas, tais como cancer e doencas neurodegenerativas. Em se
tratando de tumores solidos, s8o muitos os desafios, tendo em vista a

multifatoriedade da doenca.

Tendo estudos preliminares mostrado o potencial do peptideo ciclico
CTHRSSVVC na afinidade por componentes estromais da doenca coronariana,
nosso grupo decidiu avaliar se o peptideo CTHRSSVVC, conjugado com NOTA,
contendo diferentes espacadores, pode ser complexado ao complexo radioisotipico
[8F]fldor-aluminio [AIF], utilizando a técnica de Laverman. O complexo radioisotipido
Al-F é uma nova técnica a ser aplicada no Brasil e, para fins de comparacéo,
estudaremos 0 comportamento da mesma biomolécula quando submetida a

radiomarcacéo com [#8Ga]galio.
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2 0OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar as condicbes de preparo e
radiomarcacdao, com [GSGa]Ga3+ e [18F]AIF, do peptideo ciclico CTHRSSVVC

derivatizado com NOTA, como potencial marcadores para células tumorais

2.10BJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o processo de conjugacdo do quelante bifuncional p-SCN-Bn-NOTA ao
peptideo ciclico CTHRSSVVC e compara-lo ao conjugado, NOTA-CTHRSSVVC

obtido comercialmente;

Padronizar o processo de radiomarcagdo do conjugado comercialmente adquirido,

com os radionuclideos [68Ga]Ga3+ e [18F]F';

Comparar da radiomarcacdo dos conjugados peguilhado (NOTA-PEGs-
CTHRSSVVC) e néo peguilhado (NOTA-CTHRSSVVC) com [¥F]AIF-.



3MATERIAL E METODOS

3.1INFRAESTRUTURA

Todos os ensaios efetuados durante o periodo de desenvolvimento deste trabalh,
foram realizados no Centro de Medicina Nuclear do Instituto de Radiologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(CMN-HCFMUSP). A instituicdo € credenciada pela Comissdo Nacional de Energia
Nuclear (CNEN) para manipulacdo de materiais radioativos.

3.2Reagentes e solucdes

- Solucéo de &cido [*¥F]fluoridrico fornecido pela Unidade de Producdo de
Radiofarmacos do Instituto de Radiologia do Hospital das Clinica (CinRad)

- Solucéo de cloreto de [(8Ga]gélio fornecido pela Unidade de Producdo de
Radiofarmacos do Instituto de Radiologia do Hospital das Clinica (CinRad)

- Solucéo salina (NaCl 0,9 %) estéril

- Dimetilsulféxido anidro (DMSOy) (Sigma-Aldrich Inc, EUA)

- Tampéo HEPES 50 mM (pH 8,5) (Preparado pelo autor)

- Tampéao carbonato/bicarbonato 0,1 M (pH 9,0) (Preparado pelo autor)

- Acetonitrila (grau CLAE) (Sigma-Aldrich Inc, EUA)

- Acido trifluoroacético (TFA) (Sigma-Aldrich Inc, EUA)

- Agua ultrapura — Obtida de equipamento Milli-Q - Millipore

- Acetona (grau CLAE) (Sigma-Aldrich Inc, EUA)

- Solucéo de cloreto de aluminio 40 mM (pH 4,1) (Preparada pelo autor)

- Solucéo de acetato de sodio 0,2 M (pH 4,1) (Preparada pelo autor)

- Acido cloridrico ultrapuro (30 %) (Sigma-Aldrich Inc, EUA)

- Acido nitrico (Merck KGaA, Alemanha)

- Acido nitrico 15% (v/v) (Preparada pelo autor)

- Etanol (grau CLAE) (Merck KGaA, Alemanha)

- Solucéo de citrato de sodio 0,1 M (pH 4,4 - 5,5) (Preparada pelo autor)
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- Mistura de acetato de amonio: metanol (25:75 v/v) (Preparada pelo autor)

- Mistura de acetato de amoénio: metanol (50:50 v/v) (Preparada pelo autor)

- Mistura de acetato de amoénio: metanol (75:25 v/v) (Preparada pelo autor)

- n-octanol (Merck KGaA, Alemanha)

- Peptideo "CTHRSSVVC" (Chinese Peptide Company, China)

- p-SCN-Bn-DOTA e p-SCN-Bn-NOTA (FutureChem Company, Coreia do Sul)
- Conjugados "NOTA-CTHRSSVVC" (Chinese Peptide Company, China)

3.3 Materiais para cromatografia e purificacdes

- Coluna analitica de fase reversa C18 Aeris Peptide - Phenomenex Inc, USA;

- Coluna analitica de fase reversa C18 Bondclone- Phenomenex Inc, USA;

- Cartucho de separacéao SepPak® C18 light (Waters, EUA)

- Cartucho de separacédo SepPak® QMA light (Waters, EUA)

- Suporte cromatografico em placa de polimero C18 (TLC-RPcis) (Merck KGaA,
Alemanha)

- Suporte cromatogréafico de fibra de vidro impregnada com silica gel (ITLC-SG)
(Merck KGaA, Alemanha)

- Tiras indicadoras de pH (Merck KGaA, Alemanha)

3.4 Equipamentos e utensilios

- Agitador/aguecedor (ESCO, Suica)

- Balanca analitica ATY-224 (Shimadzu, JPN)

- Ativimetro (Capintec — EUA)

- Contador Gama automatico (Hidex — LKB, GER)

- HPLC Shimadzu 10VP (Shimadzu Corporatio, JPN)

- Detector de radiacdo Radiomatic 610TR (Perkin-Elmer, EUA)

- Centrifuga refrigerada 5804-R (Eppendorf, Merck KGaA, Darmstadt, GER)
- Estufa de incubacdo em de CO2 (Sanyo, JPN)

- Medidor de pH (Mettler-Toledo, Suica)



- Micro pHmétro (Sigma-Aldrich Inc, EUA)
- Tubos e microtubos (200 pL, 1,5 mL e 5,0 mL) - (Eppendorf);

- Vidrarias: béquer, baldo volumétrico, provetas, pipetas, erlenmeyers, tubos

cOnicos silanizados;

3.5 METODOS

3.5.1 Analise dos componentes reacionais

Os reagentes (i) p-SCN-Bn-NOTA e (ii) CTHRSSVVC, foram analisados por
CLAE em colunas analiticas de fase reversa Aeris Peptide (250 mm x 4,6 um) ou
C18 Bondclone (300 mm x 4,6 um), ambas Phenomenex®, utilizando as fases
moveis (A) H20 (0,1% TFA) e (B) acetonitrila (0,1% TFA), nos sistemas gradiente
descritos a seguir, sob fluxo de 1,0 mL/minuto, utilizando detector UV-Vis a 220 e
254 nm.

Sistema 1: Proporcédo A e B (A:B) em relagdo ao tempo
0 — 3 min = 100:0; 3 — 25 min = de 100:0 % para 75:25; 25 — 50 min = de
75:25 para 35:65; 50 — 60 min = de 35:65 para 100:0;

Sistema 2: Proporc¢éo A e B (A:B) em relacdo ao tempo
0 — 20 min = de 97:3 para 20:80; 20 — 30 min = de 20:80 para 97:3; 30 — 35

minutos = 97:3;

Sistema 3: Proporcédo A e B (A:B) em relagdo ao tempo
0—1min=de 97:3; 2 — 20 = de 97:3 para 35:65; 20 — 25 min = de 35:65 para
97:3
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3.5.2 Avaliagdo da taxa de conjugacdo do quelante p-SCN-Bn-NOTA ao
peptideo CTHRSSVVC, em funcéo do tempo

Em frascos de vidro silanizados, de fundo conico e capacidade de 3 mL, foram
adicionados 1 mg (1,01 pmol) do peptideo CTHRSSVVC, dissolvido em 0,4 mL ou
0,6 mL de tampdo HEPES 50 mM (pH 8,5)?’, ou 0 mesmo volume de solugédo
NaHCO3/Na2CO3 0,1 M (pH 9,0)28, seguido da adigéo, gota a gota, de 0,1 mL a 0,2

mL de solugéo contendo 1,11 pmol dos agentes quelantes p-SCN-Bn-DOTA (0,76
mg) e p-SCN-Bn-NOTA (0,62 mg). A solucdo resultante foi mantida sob agitacédo
magnética por 4 horas, a temperatura ambiente (20-23 °C), e a cada hora foi retirada
uma aliquota de 50 pL da solucdo de reacdo e analisada por CLAE, segundo

sistema 2 da sec¢&o 3.4.1.

3.5.3 Purificagédo do conjugado NOTA-Bn-CTHRSSVVC

O produto da reagéo descrita no item 3.4.2, foi purificado em CLAE utilizando
coluna semipreparativa de fase reversa Synergi Hydro-RP (250 mm x 10,0 mm)
eluida em modo gradiente, idéntico aos especificado no item 3.4.1, exceto pelo fluxo
de fase mdvel utilizado, que foi de 2 mL/min. Os principais picos foram coletados em

fracionador automético e a fase mével foi evaporada a 40 °C sob fluxo de nitrogénio

(N2).

3.5.4 Preparacado de concentrado de [GSGa]Ga?’Jr a partir de eluato do gerador

de germéanio-galio (6BGe/68Ga)

Seis mililitros de solucdo de [*8Ga]GaCls, dissolvidos em HCI 0,1 N, foram
percoladas por coluna de troca catibnica, sem condicionamento prévio. O
[GSGa]Ga3+ retido foi eluido com a passagem de 0,4 a 0,6 mL de solugdo de

acetona:HCI 0,1 N (98:2 v/v), a qual foi recolhida em tubo do tipo eppendorff; o

solvente foi evaporado até a secura em banho seco (40°C por 3-5 minutos). O



[68Ga]Ga3Jr residual foi ressuspendido em 0,3 - 0,5 mL de solugcéo de NaAcO 0,2 M

(pH 4) para posterior reacao de radiomarcacao.

3.5.5 Reacdo de complexacéo do [68Ga]Ga3+ aos conjugados

Em frascos eppendorff de 1,5 mL, foram adicionados 0,350 mL de tampao
NaAcO 0,2 M (pH 4), seguido da adicao de 80,0 pL de solugdo aquosa (1,0 mg/mL)
do peptideo conjugado com NOTA. O pH foi novamente mensurado (pH de 4,0 a
4,4) e foram adicionadas, gota a gota, pela parede do frasco tipo eppendorff, 0,1 a
0,2 mL da solucdo contendo 1,0 — 2,5 mCi (ou 37 — 92,5 MBq). A solucao foi
aquecida a 100 °C para quelante NOTA, durante 10 - 15 minutos. Apoés resfriada a
22°C, os produtos das reacdes foram analisados por CLAE, conforme descrito em

3.4.1 — sistema 3.

3.5.6 Reacéo de coordenagdo com o complexo radioisotépico [18F]AIF

Coluna trocadora de anions QMA foi pré-condicionada com 5,0 mL de etanol
absoluto, seguido por 10,0 mL de agua ultrapura e, entdo, seca com 40,0 mL de ar.

A solucao de [18F']fluoreto foi, entdo, carregada a coluna e em seguida lavada com
10,0 mL de agua ultrapura; por fim, o produto final retido a coluna foi eluido com 0,5
mL de solugdo NaAcO 0,2 M (pH 4,2). A esta solucéo foram adicionados 5,0 L da
solucdo de AICI3.6H20 20 mM, permanecendo em repouso a temperatura ambiente
por 5 minutos.

Em eppendorffs de 1,5 mL, foram adicionados 0,350 mL de tampao NaAcO
0,2 M (pH 4,2), 80,0 pL de solugdo (1,0 mg/mL) do peptideo conjugado com NOTA,
seguido da adicdo de 0,1 — 0,2 mL da solucéao [18F]AIF contendo 1,0 — 2,5 mCi (ou
37 — 92,5 MBq) de radioatividade. A solucdo foi aquecida a 100°C por 15 — 20

minutos e, entao, resfriada a 22°C. O controle de qualidade foi realizado por CLAE,

seguindo protocolo estabelecido em 3.4.1 — sistema 3.
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3.5.7 Estabilidade do complexo pds-marcacgao

Apoés a purificacdo dos composto radiomarcados, quatro aliquotas de 20 pL,
em intervalos de 1 hora, foram injetadas para andlise por CLAE, seguindo o
protocolo estabelecido em 3.4.1 — sistema 3. Os resultados de area do(s) pico(s)
cromatografico(s) foram convertidos em percentagem de purificacdo esperando,

dentro do preconizado, estabilidade quimica dos complexos superior a 96%.

3.5.8 Determinacéao da lipofilicidade dos compostos

A lipofilicidade dos produtos radiomarcados foi mensurada através do teste de

coeficiénte (P), utilizando n-octanol e agua como solventes. Uma aliquota de 200 pL
do complexo purificado, previamente diluida para atividade final de 100uCi/mL, foi
adicionado a uma mistura de 4 mL de n-octanol e dgua (1:1). A mistura foi agitada e
homogeneizada e, entdo, centrifugada a 5000xg durante 1 min a temperatura

ambiente a fim de obter uma separacédo mais eficiente.

Apos repouso de 5 min, foram coletadas aliquotas de 100 pL de cada fase,
em triplicata, em tubos tipo eppendorff e a atividade foi determinada. O coeficiente
de particdo e o coeficiente de particdo médio foram determinados segundo as

equacdes abaixo:

atividade CPM (n—octanol)
Papp = = LogP
app atividade CPM (dgua) 9Fapp

u atividades CPM (n—octanol)
Pappmédio = = LogPappmédi
appmédio u atividades CPM (agua) 9 appmédio

sendo, CPM = contagem por minuto.



3.5.9 Analise dos Resultados

Os resultados obtidos pelas anédlises em CLAE, utilizando-se do Software
Shimadzu®, foram demonstrados pelas areas dos picos encontrados, as quais foram
convertidos em percentagens. Dessa forma, os dados de conjugacao,
radiomarcacdo, pureza e estabilidade serdo apresentados em funcdo de suas
respectivas médias = desvio padrdo das porcentagens obtidas, nos diferentes
ensaios.

Os resultados de espectrometria de massas foram analisados com base nos
relatérios de andlise emitidos pela Central analitica do Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo (IQ-USP).



29

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Reacdo de condensacdo entre o ligante p-SCN-Bn-NOTA e o peptideo
CTHRSSVVC

A preparacdo do peptideo ciclico conjugado NOTA-Bn-CTHRSSVVC foi
realizada segundo adaptacdo de Maté e colaboradores, conforme esquema
apresentado na figura X, sendo os parametros reacionais apresentados na tabela x.

Figura 4: Esquema da reacao de condensacao.
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Desenhado utilizando o Software ChemDrawn® v.18. (Fonte: Autor da dissertagéo)



Tabela 1 — Condi¢Bes experimentais para obtencdo do produto p-SCN-Bn-NOTA-CTHRSSVVC

QUELANTE NOTA 70 - 180 pg 1,1 - 2,2 nmols

REAGENTES QUANTIDADES MOLS

DMSO \ 0,1-0,2mL -

TAMPAO (HEPES OU HCO3/COs?%) \ 0,35 - 0,45 mL -
PEPTIDEO "CTHRSSVVC" \ 50 - 150 pg 1,0 - 3,0 nmols

A reacdo realizada a temperatura ambiente, foi acompanhada utilizando
CLAE para poder determinar as taxas de consumo de reagentes e aparecimento do
produto. Baseado em dados ja de conhecimento do grupo, foram utilizados dois
comprimentos de onda para registro dos sinais (220 e 254 nm) e foram realizadas
analise em quatro momentos diferentes, tempo zero, assim que 0s reagentes foram
misturados, e os tempos de 1, 2 e 3 horas. Conforme pode ser visualizado nas
figuras x e y, temos no tempo de retencao entre 8,9 a 8,95 minutos a presenca do
peptideo e entre 18,45 e 18,48 minutos o quelante e, a medida que o tempo vai
passando, surge um outro sinal entre 11,88 e 11,9 minutos, o qual acreditamos ser o
peptideo.

Um fato interessante a ser observado é que a medida que a reacdo se
desenvolve, é nitida o consumo do quelante, concomitante com o surgimento do
produto, mas ndo se observa o desaparecimento significativo do peptideo. Esse
comportamento, a que nos parece, andmalo nédo pdde ser justificado. Mas a
obtencdo do peptideo conjugado foi confirmada por espectrometria de massa do
produto com tempo de retencdo entre 11,88 e 11,9 minutos. Um resumo das
porcentagens determinadas por HPLC esta apresentado na tabela 2.

O produto isolado foi posteriormente utilizado no processo de marcagao.
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Figura 5 - Cromatogramas referentes a dinamica de reagdo de condensacdo entre o peptideo
“CTHRSSVVC’ e o quelante p-Bn-SCN-NOTA
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C18 - Aeris Peptide; fase movel: acetonitrila/0.1%TFA e agua. Absor¢cdo no UV a 220 nm. (Fonte:
Autor da dissertacdo)



Figura 6 - Cromatogramas referentes a dinamica de reagdo de condensacdo entre o peptideo
“CTHRSSVVC’ e o quelante p-Bn-SCN-NOTA
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Os valores das percentagens obtidas, nas figuras 4 e 5, através do célculo
das é&reas de cada pico em relacdo a area total de todos os picos, sdo apresentados

na tabela 3, a sequir:

Tabela 2 - Quantificacdo das areas dos picos, a 220 e 254 nm, para as espécies detectadas via
analise por CLAE.

Area do pico  Area do picoem . _
Area do pico em

Tempo de em 8,9 11,8 minutos _
) 18,4 minutos (%)
reacao (h) minutos (%) (%)
A (nm)
A (nm) A (nm)
220 254 220 254 220 254
0 81,26 28,18 0 0 18,74 71,82
1 81,76 27,16 3,87 22,42 14,36 50,42
2 83,19 21,70 8,13 45,10 8,68 33,20
3 83,73 22,31 11,13 61,34 5,14 16,35

(Fonte: Autor da dissertacéo)

4.1.1 Preparacéo do [®F]AIF?*

Inicialmente foi avaliada a condicdo de preparacdo do [*F]AIF?* utilizando
diferentes massas de AICls, tendo em vista diferentes relatos apresentados na

literatura.

A partir de uma solugédo de AICIz.6H20 40 mM foram tomadas aliquotas de
0,2, 2 e 20 uL para reagir com o [*8F]F. Utilizando o mesmo sistema cromatografico
estabelecido para andlise do peptideo conjugado, nédo foi possivel verificar qualquer
alteracdo no tempo de retencdo do ['®F]F e do produto de reacéo ['8F]FAI?*, pois os
dois compostos apresentaram o mesmo tempo de retencdo de 2,9 min, conforme
apresentado na figura 7. Assim, para todas as etapas posteriores foi utilizado o
volume de 2 a 20 pL da solucdo de AICI3.6H20 40 mM, preparada a cada processo

de radiomarcagéo.



Figura 7 - Radiocromatogramas referentes a avaliacdo do processo de preparacao
do 8FAl utilizando diferentes massas de AlICl3.6H20
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Radiocromatogramas obtidos utilizando coluna de fase reversa C18 - Aeris Peptide e fase movel:
acetonitrila/0.1%TFA e H20/0.1%TFA (sistema 3), utilizando diferentes concentracdes de AlClz.6H20.
(Fonte: Autor da dissertacdo).

Deste ponto, partimos para a reacdo de complexacéo do [8F]FAIl pelo NOTA-
CTHRSSVVC, fixando alguns parametros reportados anteriormente por Suttcliffe e
colaboradores, como tempo de reagédo de 15 min, temperatura de 100 °C e tampé&o
NaAcO 0,2 M pH 4,1.

Enquanto as condi¢des tendem a se repetir em varios trabalhos a massa de
peptideos utilizadas nos processos de marcacdo (Tabela do Anexo 1) variam
bastante demonstrando a necessidade de estabelecer a melhor quantidade em

massa ou numero de moles, para cada experimento.

A partir de uma solucdo do peptideo (1 mg/mL) foram adicionadas a reacao
aliquotas de 40 pL (40 ug — 0,28 nmols), 80 pL (80 ug — 0,56 nmols) e 120 pL (120
Mg — 0,83 nmols). A andlise por CLAE, utilizando o sistema cromatografico 3
especificado na secéo 3.4.1; permitiu detectar dois picos (utilizando detector de
radiacdo): (i) Tr = 2,9 min e (i) Tr = 12.2 min. O primeiro referente ao complexo
[*8F]JAIF, enquanto o segundo consideramos tratar-se do produto marcado [*8F]AIF-

NOTA-CTHRSSVVC, e para este segundo tempo de retencdo foram obtidos
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rendimentos de 13%, 67% e 73%, respectivamente a cada massa utilizada (Figura
8).

Com esses resultados e considerando que o aumento de massa de 80 ug
para 120 pg, ndo resultou em aumento substancial do rendimento e levando em
conta o preco do principio ativo e o efeito de massa no blogueio de potenciais

receptores, adotamos a massa de 80 ug como a ideal para prosseguir os estudos.

Figura 8 - Radiocromatogramas referentes a avaliacdo do processo de preparacao
do ¥FAI-NOTA-CTHRSSVVC utilizando diferentes massas do peptideo.
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Radiocromatogramas obtidos utilizando coluna de fase reversa C18 - Aeris Peptide e fase movel:
acetonitrila/0.1%TFA e H20/0.1%TFA (sistema 3). Massa do peptideo NOTA-CTHRSSVVC: A) 40 ug
(0,28 nmols), B) 80 ug (0,56 nmols), C) 120 ug (0,83 nmols). (Fonte: Autor da dissertacio).

Fixando a massa do peptideo em 80 pg, foi avaliada a eficiéncia de marcagéo
utilizando diferentes atividades do material radioativo, o qual de forma direta também
representa o aumento da massa de [*®F]FAI>* na preparacdo. A partir de um mesmo
solucéo de [*8F]FAI>* (80 mCi/270 uL), foram utilizadas 3, 15 e 30 mCi, com volume
final ajustado a 100 pL.



Figura 9 - Radiocromatogramas referentes a avaliacdo do processo de preparacao
do *¥FAI-NOTA-CTHRSSVVC utilizando diferentes atividade de ['8F]FAI?*.
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Radiocromatogramas obtidos utilizando coluna de fase reversa C18 - Aeris Peptide e fase movel:
acetonitrila/0.1%TFA e H20/0.1%TFA (sistema 3). Atividade do ['8F]FAI?*: A) 3 mCi, B) 15 mCi, C) 30
mCi. (Fonte: Autor da dissertacao).

Os resultados apresentados na Figura 8, mostram que até a atividade de 15
mCi, o rendimento de marcacdo é constante, mas diminui fortemente para a

atividade de 30 mCi. Esse resultado é condizente com varios outros publicados na
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literatura, uma vez que a maioria dos autores (tabela do ANEXO 1) utilizam atividade

de marcagao menor que 5 mCi.

Nenhuma das condicBes avaliadas para a preparacdo do [*®F]JAIF-NOTA-
CTHRSSVVC levou a obtencdo de um produto com algo grau de pureza, ou seja,
maior que 95 %. Deste modo foi necessario avaliar métodos de purificacdo e o
escolhido, inicialmente com base na simplicidade e baixo custo, foi 0 método de
purificacdo por extracdo em fase solida, em cartucho SepaK contendo fase

estacionario C-18.

O método é utilizado em varias preparacdes e faz uso da interacdo entre o
analito, neste caso o peptideo radiomarcado, e o contaminante [®F]FAI%*, através

das fases sélida e mével do sistema.

Tomando como base o perfil de eluicdo dos produtos de reacdo na CLAE,
onde o [*®F]FAI?* é eluido nos tempos iniciais da corrida cromatografica e o peptideo
s6 é eluido em tempos mais tardios, quando a concentracdo do eluente orgéanico é

alta, utilizamos processo semelhante na etapa de purificagao.

O produto da reacgédo entre o [8F]FAI** e o peptideo NOTA-CTHRSSVVC (A)
foi carregada no cartucho e o liquido de carregamento foi coletado e reservado (B),
em seguida foram percolados 1 mL de H20 (C), 1 mL de solu¢do de ACN:H20 (1:1 -
v/v) (D) e finalmente 1 mL H20 (E). Todas as fracdes, inclusive a da reagéo inicial
foram analisadas por CLAE, sendo o inicio a eficiéncia de marcacdo determinada
como 62,3 % (A) e no processo de purificacdo a fracdo da mistura ACN:H20 (1:1 -
v/v) (D) gerou um produto com 95,4 %, adequado para avaliagdo da estabilidade do

complexo e de estudos bioldgicos.



Figura 10 - Radiocromatogramas referentes a avaliacdo do processo de purificagao
do [*®F]JAIF-NOTA-CTHRSSVVC utilizando processo de extracdo em fase sélida.
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Radiocromatogramas obtidos utilizando coluna de fase reversa C18 - Aeris Peptide e fase movel:
acetonitrila/0.1%TFA e H20/0.1%TFA (sistema 3): (A) amostra reacional, (B) solugdo de reacéo
percolada, (C) H20 percolada, (D) solugdo de ACN:H20 (1:1 - v/v) percolada, (E) H20 percolada

(Fonte: Autor da dissertacdo).
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O processo de purificacdo foi novamente aplicado, mas neste experimento o
produto purificado foi analisado quanta a estabilidade de ligacdo do ['®F]flior ao
ligante NOTA acoplado ao peptideo CTHRSSVVC. Todo o processo foi avaliado por
CLAE (Figura 9), inclusive o produto final da reacao (A), o produto de purificacdo, ao
qual foi atribuido o tempo zero (B) e as anadlise apés 1 (C), 2 (D) e 3 (E) horas a
temperatura de 20-23°C. Por essa andlise foi possivel confirmar a estabilidade de
ligacdo e garantir que o produto possa ser utilizado em até 3 horas da sua

preparacao.

A partir dos resultados apresentados nas Figuras 6 a 9, pudemos estabelecer
as condiclOes ideais (Tabela 3) para a preparacdo do peptideo apresentado e

possivelmente de alguns derivados.

Tabela 3 — Varidveis investigadas para definicdo das condicdes reacionais.

Parametros Condicdes testadas Condicdes escolhidas
Frasco eppendorffs (1,5 mL)
Tampéo NaAcO(aq) 0,2 M—-pH4 a4,2
Temperatura 100 °C
Tempo 15 minutos
Qtdd. de peptideo 40,0, 80,0 e 120,0 ng 80,0 ng
Atividade 3,0, 15,0 e 30,0 mCi 3,0 mCi
Volume final 400 ou 500 pL 400 ou 500 pL

(Fonte: Autor da dissertagdo).



Figura 11 - Radiocromatogramas da andlise de estabilidade do complexo [*8F]AIF-
NOTA-CTHRSSVVC ap6s purificagdo, utilizando processo de extracdo em fase
sélida.
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Radiocromatogramas obtidos utilizando coluna de fase reversa C18 - Aeris Peptide e fase movel:
acetonitrila/0.1%TFA e H20/0.1%TFA (sistema 3): (A) amostra pds-reacional, (B) amostra purificada,
(C) amostra ap6s 1 hora da purificagcdo, (D) amostra apés 2 hora da purificacéo, (E) amostra apos 3
hora da purificacdo (Fonte: Autor da dissertacao).
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[*8F]AIF-NOTA-PEGs-CTHRSSVVC

O peptideo foi, entdo, modificado através da introducdo de um grupo
polietileno glicol com 5 mondémeros (PEGs) para permitir a investigacdo do
distanciamento molecular e estérico do grupo NOTA ao peptideo e,
consequentemente, aumentando o distanciamento do radioisétopo a biomolécula,
com o intuito inicial de alterar a lipofilicidade final. O afastamento do grupo quelante
contendo o metal buscando diminuir a interferéncia desse grupo (efeito estérico),

gue € volumoso, a possiveis receptores existentes na membrana das células-alvo.

Os resultados abaixo (figuras



Figura 12 - Radiocromatogramas da andlise de estabilidade do complexo [*8F]AIF-
NOTA-CTHRSSVVC ap6s purificagdo, utilizando processo de extracdo em fase
sélida.
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Radiocromatogramas obtidos utilizando coluna de fase reversa C18 - Aeris Peptide e fase movel:
acetonitrila/0.1%TFA e H20/0.1%TFA (sistema 3): (A) amostra pds-reacional, (B) amostra purificada,
(C) amostra ap6s 1 hora da purificagcdo, (D) amostra apés 2 hora da purificacdo, (E) amostra apos 3
hora da purificagcdo (Fonte: Autor da dissertacao).
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Figura 13 - Radiocromatogramas da andlise de estabilidade do complexo [*8F]AIF-
NOTA-CTHRSSVVC ap6s purificagdo, utilizando processo de extracdo em fase
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Radiocromatogramas obtidos utilizando coluna de fase reversa C18 - Aeris Peptide e fase movel:
acetonitrila/0.1%TFA e H20/0.1%TFA (sistema 3).



4.1.2.2 Coordenacdo com [%8Ga]galio

Para fins de comparacdo com a radiomarcacdo efetuada com o complexo
radioisotipico ['®F]AIF, fizemos ensaios de radiomarcacdo com o radioisétopo
[*®Ga]gdlio atualmente bastante utilizado para a marcacdo de peptideos com
finalidade diagndstica por tomografia de emissédo de pdsitrons.

A reacdo entre o peptideo conjugado NOTA-CTHRSSVVC e ions de
[(8Ga]Ga®*, analisado por CLAE, utilizando o sistema cromatogréafico 3 especificado
na secao 3.5.1; permitiu detectar dois picos principais: (i) Tr = 3,9 min e (i) Tr = 11,5
min (figura 14). O primeiro pico referente ao ifon %Ga3®*, enquanto o segundo
consideramos tratar-se do complexo [#8Ga]Ga-NOTA-CTHRSSVVC. Apés purificado,
o radiofarmaco apresentou pureza radioquimica acima de 97,0% (n=2) e Tr= 11,4
min — (figura 15). A biomolécula radiomarcada com galio-68 teve estabilidade pos

purificacdo de, ao menos, 4 horas (figura 16).
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Figura 14 - Radiocromatogramas da reacdo de coordenacdo entre o peptideo conjugado NOTA-

CTHRSSVVC e o radioisotopo [*8Ga]galio.
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Radiocromatogramas obtidos utilizando coluna de fase reversa C18 - Aeris Peptide e fase movel:

acetonitrila/0.1%TFA e H20/0.1%TFA (sistema 3).



Figura 15 - Radiocromatogramas das etapas de purificagdo entre o peptideo conjugado NOTA-
CTHRSSVVC e o radioisotopo [*8Ga]galio.
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Radiocromatogramas obtidos utilizando coluna de fase reversa C18 - Aeris Peptide e fase movel:
acetonitrila/0.1%TFA e H20/0.1%TFA (sistema 3).
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Figura 16 - Radiocromatogramas de estabilidade fisico-quimica do peptideo conjugado NOTA-
CTHRSSVVC e o radioisotopo [*8Ga]galio.
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Radiocromatogramas obtidos utilizando coluna de fase reversa C18 - Aeris Peptide e fase movel:
acetonitrila/0.1%TFA e H20/0.1%TFA (sistema 3).



4.2 AVALIACAO DA LIPOFILICIDADE DOS PRODUTOS RADIOMARCADOS

Os resultados para os coeficientes de lipofilicidade dos conjugados
radiomarcados [*®F]JAIF-NOTA-CTHRSSVVC e [*®FJAIF-NOTA-PEGs-CTHRSSVVC
podem ser verificados na tabela abaixo:

Tabela 4 — Coeficientes de particdo e particdo médio para os conjugados marcados com o complexo
radioisotipico [*8F]AIF.

ENSAIO [*F]JAIF-NOTA-CTHRSSVVC [®F]AIF-NOTA-PEGs-CTHRSSVVC
n 4 1
-3,25 -3,66
*LogPapp -3,05 -3,73
-2,94 -3,78
**LogPappmédio -3,05 -3,72

*ensaios em triplicata;
**média dos coeficientes obtidos em cada triplicata.

A partir do exposto, podemos verificar que ambos 0s coeficientes de particao
demonstram moléculas hidrofilicas. O conjugado [*8F]AIF-NOTA-PEGs-CTHRSSVVC
apresenta maior hidroficilidade quando comparado ao perfil do conjugado néo

peguilado.
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5. CONCLUSOES

v" Foi possivel obter, a partir das reacdes de condensacédo realizadas, dois
produtos, diferenciando sua natureza da dos reagentes [CTHRSSVVC] e
quelante, [DOTA] ou [NOTA], utilizados na reagéao;

v Os conjugados comercialmente obtidos [NOTA-CTHRSSVVC] e [NOTA-
PEGs-CTHRRVVC], apresentaram Otima pureza de reagdo, considerando a
literatura [valor 1] e [valor2] respectivamente.

v' Ambos os produtos radiomarcados permaneceram estruturalmente estaveis
por até 4 horas, p6s procedimento de purificagcdo, com pureza acima de 92%
para o [*®F]JAIF-NOTA-CTHRSSVVC e acima de 96% para [*8F]AIF-NOTA-
PEGs-CTHRSSVVC.

v O LogP demonstrou que os conjugados radiomarcados apresentam perfil
mais hidrofilico, sendo o [*®F]JAIF-NOTA-CTHRSSVVC menos hidrofilico em
relacdo ao [*®F]AIF-NOTA-PEGs-CTHRSSVVC.

v' O conjugado [*®F]AIF-NOTA-CTHRSSVVC demonstrou uma dinamica de
coordenacdo tdo eficiente quanto nas radiomarcacbes efetuadas com
[¢8Ga]galio, demonstrando que o peptideo pode ser radiomarcado com ambos

os radiois6topos sem grandes perdas de rendimento.
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ANEXO B

Quadro 1: Resumo das condicdes de preparacao de NOTA-peptideos marcados

publicados previamente na literatura.

com [18F]AIF

Conjugou?  Qttd de Isétopo e No caso Tampéo pH Temp Temp. Purificou? Pureza Autor Ano de
(S/N) peptideo  atividade de ser de de o de de Qual radioqu. public.
de reacéo fldor-18 reacéo rea¢c reacd reaca coluna? (%)
(qttd de ao 0 o (°C)
AICI3) (min)
S. (Fmoc- Acetato 2009 (origem
based flior-18 de sodio Sim. Oasis Peter da reacdo)
solid-phase | 453 nmol 200 L 6nmol  (EMESe 44 15 100 HLB 4649  Laverman
peptide (581-603 HEPES) cartridge
synthesis.) MBa) a M) (Waters)
NAP-25 size
N 10 nmol gélio-68 *N/D Acetato 3-4 15 60 exclusion 64
de Sodio column (em ;g 98.5) olli 2018
1 M) PBS) Moisio
Oasis 30 mg
Acetato HLB
N 52,5 flior-18 42 nmol  de sodio 4 15 100  Cartridge e, 39 Olli 2018
nmol (1 M) em seguida, (0 98.2) Moisio
NAP-5
column
Continua




S. (Fmoc-
based solid
phase
peptide
synthesis).
Ref 16
S.

(vide linha
anterior)

S.(synthesi
zed
manually
using
Fmoc-
protected

amino
acids)

flior-18, 50
uL
(0.74 -
1.11 GBq)

12 nmol

100 pg fldor-18
2-4GBqg

(80pL)

galio-68
(315-365
MBa)

10 pg

flGor-18

(40 MBq —
11 GBq)

40 nmol

6 nmol

4-80
nmol

*N/A

1000
nmol (ou
1pmol)

Acetato
de sédio
(0,5 M)

Acetato
de sédio
(0.1M)

HEPES
(2.5M)

Acetato

de sodio

(0.5 mL;
0.5M)

4.1

N/D

4.1

20

15

10

15

SePak —
C18
100 (Waters),
apos diluicao
em 20 mL de
agua

Oasis HLB
100 1-cm3 (10-
mg)
cartridge

(Waters)

Oasis HLB
95 (30-mg)
cartridge
(Waters)

100 Sep-Pak
C18 Plus

cartridge

30-40
(puro >95)

*N/D
(puro >95)

*N/D
(puro >95)

*N/D
(puro >99)

Hua Wu

Ingrid
Dijkgraaf

Ingrid
Dijkgraaf

Sven, H.
Hausner

2014

2012

2012

2014

Continua



S.
(standard
Fmoc-
based solid
phase
peptide
synthesis).

S. Reacéo
entre p-
SCN-Bz-

NOTA (em
DMSO) e
PRGD2

(em DMF).
-2 100%

excesso do
guelante

(vide linha
anterior)

30 nmol

12 nmol

7.5 nmol

flGor-18
(60— 100
MBQ)

flGor-18
100uL
(0.37 GBq)

galio-68
(x0.15
GBq)

15 nmol

6 nmol

*N/A

Acetato
de sédio
(1 M)

Acetato
de sédio
(0.1 M)

HEPES

(0.45 mL;
1 M)

4.0

4.0

4.0

15

20 (10
poés
AICI3
e 10
min
pos
pept)

10

RP-HPLC
105 (mesmo Tr 94+2.8
(micro do néo- (puro >98)
ondas) radioativo)
100 RP-HPLC 5-25
(Varian Bond  (puro >97)
Elut C18
column)
RP-HPLC
80 (Varian Bond 75
Elut C18 (puro >97)

column)

Palangka,
Citra
R.A.P.

Lang, L.

Lang, L.

2019

2011

2011
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