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RESUMO

SILVA FERREIRA DOS SANTOS, C. Estudos de Adequacao da Radiomarcacgao
do PSMA-1007 com fluor-18 — Validagao da Metodologia Analitica e Avaliagao pré-
clinica no Diagnéstico de Cancer de Prostata. 2022. 188 p. Dissertagdo (Mestrado
em Tecnologia Nuclear) — Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN —
CNEN/SP. Sao Paulo

O PSMA-1007-"8F & um radiotragador desenvolvido para procedimento
diagndstico de cancer de prostata por tomografia de emissao de poésitrons. Por
ser marcado com o radionuclideo fluor-18, que possui energia de pdsitrons
baixa, oferece melhor qualidade de imagem, e a meia-vida fisica de 110
minutos permite o transporte para centros de medicina nuclear mais distantes,
sendo estas algumas vantagens em relagdo ao radiofarmaco PSMA-11
marcado com galio-68. Além disso, o PSMA-1007-"®F ¢ eliminado
principalmente pela via hepatobiliar, apresentando quase nenhuma atividade
pela via urinaria, proporcionando condigbes ideais para a detecgao de lesGes
focais da prostata. A producdo do PSMA-1007-"8F em modulo de sintese
automatizado obteve rendimento de marcagdo médio de 47,4% + 21,5% e os
resultados analiticos apresentaram resultados satisfatérios, com excecédo do
teor de etanol em alguns lotes. A porcentagem média de pureza radioquimica
do PSMA-1007-"8F foi de 95,89% + 1,32%, utilizado fitas de silica gel com base
de aluminio para a determinagao do fluor-18 livre em cromatografia de camada
delgada. A validagdo dessa metodologia analitica para determinagéao do fluor-
18 foi realizada com o produto radiomarcado. A robustez do método
cromatografico usado para a detecgao do tetrabutilaménio foi demonstrada. Os
ensaios pré-clinicos contaram com duas linhagens de animais (BALB/c e SCID)
e com a linhagem tumoral LNCaP, células que apresentam receptores de
PSMA. Nos estudos de competicdo foi possivel atestar a especificidade do
radiofarmaco com alta captacdo no tumor, com bloqueio efeitvo do material
radioativo em 31,88%. Os ensaios de biodistribuicdo e de farmacocinética
corroboraram resultados da literatura referentes a ligacdo especifica do

radiofarmaco pelo PSMA, demonstrando captagdo elevada em dérgéos que



expressam essa glicoproteina. As imagens de tomografia por emissao de
pdsitrons do PSMA-1007-"8F em animais com tumor com e sem a presencga do
agente competidor PSMA I&T corroboraram a especificidade. Os resultados
apresentados neste trabalho serdo importantes para implantagdo da produgdo do
PSMA-1007-"F, complementando os estudos no pais sobre este radiotracador,

viabilizando sua comercializagdo mediante notificagdo ou registro junto a ANVISA.

Palavras-chave: PSMA-1007; cancer de prostata; fluor-18; validacdo do CCD-
SG para pureza radioquimica; PET/CT.



SUMMARY

SILVA FERREIRA DOS SANTOS, C. Studies on the Adequacy of Radiolabeling
of PSMA-1007 with fluorine-18 - Validation of Analytical Methodology and
Preclinical Evaluation in the Diagnosis of Prostate Cancer. 2022. 188 p.
Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia Nuclear) — Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares — IPEN — CNEN/SP. Sao Paulo

The PSMA-1007-'®F is a radiotracer developed for the diagnostic
procedures of prostate cancer by positron emission tomography. Because it is
labeled with the fluor-18 radionuclide, which has low positron energy, it offers
better image quality, and the physical half-life of 110 minutes allows transport to
more distant nuclear medicine centers, these being some advantages in relation
to the radiopharmaceutical PSMA-11 labeled with gallium-68. In addition,
PSMA-1007-18F is mainly eliminated via the hepatobiliary route, with almost no
urinary activity, providing ideal conditions for detecting focal prostate lesions.
The production of PSMA-1007-18F in an automated synthesis module obtained
an average labeling yield of 47.4% * 21.5% and the analytical results showed
satisfactory results, with the exception of the ethanol content in some batches.
The average percentage of radiochemical purity of PSMA-1007-"8F was 95.89%
t+ 1.32%, using aluminum-based silica gel strips for the determination of free
fluorine-18 in thin layer chromatography. The validation of this analytical
methodology for the determination of fluorine-18 was carried out with the
radiolabeled product. The robustness of the chromatographic method used for
the detection of tetrabutylammonium was demonstrated. The preclinical trials
were carried out with two animal lines (BALB/c and SCID) and tumor line
LNCaP cells that present PSMA receptors. In competition studies it was
possible to attest the specificity of the radiopharmaceutical with high uptake in
the tumor, with effective blockade of the radioactive material in 31.88%. The
biodistribution and pharmacokinetics assays corroborated literature results
regarding the specific binding of the radiopharmaceutical by PSMA, showing
high uptake in organs that express this glycoprotein. Positron emission
tomography imaging of '®F-PSMA-1007 in tumor animals with and without the



presence of the competing agent PSMA |1&T supports this fact. The results
presented in this work will be important for the implementation of *F-PSMA-
1007 production, complementing the studies in the country on this radiotracer,
making its possible commercialization upon notification or registration with
ANVISA.

Keywords: PSMA-1007; prostate cancer; '®F-fluoride; TLC-SG validation for
radiochemical purity; PET/CT.
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1 INTRODUGAO

O cancer de préstata é a doenga mais frequentemente diagnosticada em
homens em 112 paises, seguido pelo cancer de pulmao em 36 paises, cancer
colorretal e cancer de figado em 11 paises. Com relagdo a mortalidade, o
cancer de pulmao € a principal causa de morte por cancer em homens em 93
paises, seguido pelo cancer de préstata em 48 paises e cancer de figado em
23 paises. No entanto, as taxas de mortalidade por cancer de prostata
diminuiram na maioria dos paises de alta renda desde meados da década de
1990, incluindo a América do Norte, Oceania e Europa do Norte e Ocidental,
refletindo os avancos no tratamento e detecgao precoce da doenca (SUNG et
al., 2021).

Muitos canceres de prostata sdo detectados com base em niveis
elevados do antigeno especifico da prostata (PSA > 4 ng/mL), uma
glicoproteina normalmente expressa pelo tecido da préstata. No entanto, como
niveis de PSA elevados podem ser encontrados em homens sem cancer,
normalmente é indicada a realizagao de bidpsia do tecido para confirmacao da
presencga da doenga (RAWLA, 2019).

Atualmente, por meio da medicina nuclear, o diagnéstico por imagem de
alvos moleculares especificos do cancer de prostata possibilita o diagnostico
de maneira precoce e mais precisa, podendo levar a uma melhor gestdo dos
pacientes com a doenga. Duas modalidades de imagem molecular mais
comumente usadas para diagndéstico ou tratamento de cancer sdo a tomografia
computadorizada por emissdo de féton unico e a tomografia por emissao de
positrons, usando radiofarmacos. A imagem molecular com radiofarmacos
permite a deteccdo nao invasiva mais precisa dos varios processos
moleculares e celulares ativos em pacientes com cancer de préstata. Na
pratica, as informagdes funcionais do PET (Positron Emission Tomography) ou
SPECT (Single Photon Emission Computer Tomography) sao quase sempre
adquiridas simultaneamente com as informacdes anatdmicas fornecidas por
meio de tomografia computadorizada (computed tomography - CT) ou
ressonancia magnética (RM). As técnicas de imagem hibrida, que combinam

informagdes funcionais e morfoldgicas, resultam no diagndstico mais preciso.
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Atualmente, ambas as técnicas de imagem hibrida sdo usadas rotineiramente
na pratica clinica moderna, ndo apenas como a principal ferramenta de
estadiamento no cancer de préstata, mas também em pacientes com suspeita
de recorréncia da doenga (OKARVI, 2019).

O PSMA ¢é uma dlicoproteina transmembrana do tipo Il que é
superexpressa em quase todas as células cancerigenas da prostata, quando
comparadas com as células prostaticas normais. O nivel de expressao de
PSMA aumenta com o aumento do grau do tumor, estagio patolégico e
recorréncia bioquimica. Desde a década de 1980, varios estudos foram
realizados a fim de desenvolver ligantes para as regides especificas do
dominio intra ou extracelular do PSMA, comecando com anticorpos
monoclonais marcados com diferentes radioisétopos para imagens com

aplicagéo na medicina nuclear (RUANGMA et al., 2018).

Além do desenvolvimento de anticorpos monoclonais contra PSMA,
pequenas moléculas com afinidade alta e inibidores de PSMA ganharam muito
interesse devido ao seu tamanho, proporcionando melhor penetragcdo no tumor
do que os anticorpos. Esses inibidores de PSMA s&o divididos em trés familias:
a base de fésforo, a base de tiol e a base de ureia, sendo que os inibidores a
base de ureia tém maior afinidade e especificidade, além de internalizagao
rapida e eficiente nas células-alvo. Varios estudos clinicos avaliando ligantes
de PSMA foram realizados, dentre eles, os compostos marcados com Ga-68 e
F-18, que tém atraido atencdo por serem usados para imagens PET na
medicina nuclear (RUANGMA et al., 2018).

Exemplos de ligantes de PSMA a base de ureia e radiomarcados com F-

18 estao ilustrados na Figura 1.
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Figura 1 — Inibidores de PSMA & base de ureia Bi-PSMA-"®F e DCPyL-'®F
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Fonte: Autor

O radiotracador PSMA-especifico mais amplamente estudado e que
possui mais ensaios clinicos em andamento ¢ o PSMA-HBED-CC-%%Ga,
também descrito como PSMA-11-®Ga. Apesar do PSMA-11-®Ga ser o
radiotracador lider em imagens PET/CT para céncer de préstata, ha vantagens
dos tragadores marcados com fluor-18 em relagao ao galio-68. Inicialmente, os
radiotracadores marcados com fluor-18 podem ser produzidos em alta escala
por meio da producdo de F-18 em aceleradores ciclotron, tendo vantagem
sobre os lotes produzidos a partir do Ga-68, obtido por meio de gerador
®8Ge/%®Ga. O galio-68 tem uma meia-vida fisica de 68 minutos, limitando seu
uso para o centro produtor, diferente do fluor-18 que possui uma meia-vida de
110 minutos, podendo ser distribuido para centros clinicos mais distantes com
a dose necessaria em pronta-entrega. Além disso, a energia liberada pelo
galio-68 é maior em comparagdo com o fluor-18, tornando a identificagdo de

pequenas lesbes em imagens PET um desafio (FOLEY et al., 2020).

O PSMA-1007-"8F é um radiotracador PSMA-especifico da terceira
geracao de compostos a base de ureia marcados com fluor-18, que exibe
depuragdo sanguinea rapida e quantidades minimas de atividade s&o
apresentadas no trato urinario, visto que sua excregao é feita primariamente via
hepatobiliar. Clinicamente, uma concentragdo alta de agentes radioativos para
imagens PET na bexiga e na uretra pode interferir no diagnéstico da doencga,

dificultando a detecg¢ao de recorréncia local na préstata e linfonodos pélvicos.
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Assim, sua farmacocinética se torna unica, e vem chamando a ateng¢ao nos
ultimos anos (GIESEL et al., 2019).

RAHBAR et al. (2018b) avaliaram o desempenho do PSMA-1007-"F na
deteccdo de lesdes de cancer de prostata em pacientes com recidiva
bioquimica, com exames de PET/CT, em 100 pacientes analisados
retrospectivamente. A taxa de PET-positivo no presente estudo foi maior do
que a taxa de detecgdo em um estudo que investigou o desempenho do
PSMA-11-Ga em exames PET/CT em 1.007 pacientes com recidiva
bioquimica. Os resultados encontrados pelo grupo indicam que o PSMA-1007-
"8F possui sensibilidade maior do que o PSMA-11-23Ga. Atualmente, o
composto PSMA-1007-"®F possui monografia publicada na Farmacopeia
Europeia, oficializando sua atuacdo no campo da medicina nuclear no exterior.
No Brasil, 0 PSMA-1007-"8F pode ser produzido e comercializado mediante
notificacdo, por unidades produtoras que demonstrem Boas Praticas de
Fabricagcdo. Entretanto, o registro do radiofarmaco no Brasil ampliaria o uso,
com possibilidade de cobertura de planos de saude ou para o sistema unico de
saude (SUS), a partir de estudos que demonstrem a eficacia e seguranga do
radiofarmaco. Sua relevancia na deteccao e avaliacdo de lesdes de cancer de
prostata é alta, podendo ser um grande aliado no manejo de paciente com

cancer de prostata no Brasil.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Produzir o radiofarmaco PSMA-1007-"®F, avaliando a adequabilidade dos
parametros de sintese, contribuindo para a validagdo de metodologias
analiticas empregadas no controle de qualidade e realizando ensaios pré-
clinicos, necessarios para suportar os registros do radiofarmaco junto a

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

e Realizar a sintese do radiofarmaco PSMA-1007-"®F em mddulo
automatizado e avaliar a adequabilidade;

e Realizar o controle de qualidade dos lotes produzidos do radiotracador,
comtemplando todos os ensaios farmacopeicos, a fim de demonstrar
sua aplicabilidade na rotina laboratorial;

e Avaliar a eficiéncia de métodos cromatograficos na determinagdo da
pureza radioquimica do composto radiomarcado e desenvolver protocolo
para validar a metodologia analitica escolhida para a avaliagdo de
pureza radioquimica;

e Estudar a robustez do método de determinagdo da impureza quimica
tetrabutilamonio (TBA);

e Realizar estudos de ligagdo do PSMA-1007-"8F as células tumorais in
vitro;

e Avaliar a capacidade de internalizacdo do radiofarmaco em células
tumorais in vitro;

¢ Analisar a biodistribuigdo, farmacocinética e especificidade de ligagdo do
PSMA-1007-"®F ao tumor em modelo experimental in vivo, por método

invasivo e de imagem PET;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Cancer de Prostata

O cancer é uma doencga caracterizada pela mutacdo no DNA, que
resulta no crescimento descontrolado da célula mutada. O termo cancer,
embora frequentemente usado para todas as neoplasias, por defini¢cao, refere-

se somente a neoplasia maligna. (KLAUNIG, 2020)

Segundo a Global Cancer Observatory — GLOBOCAN (WHO, 2020), a
estimativa de novos casos de cancer no mundo de 2020 até 2040 é de quase
onze milhdes, e o cancer de prostata (CP) representa um milhdo e vinte mil
novos casos nesta estatistica. No Brasil, no ano de 2025, estima-se uma
incidéncia de quase seiscentos e oitenta e sete mil novos casos de cancer, e
ao final do ano 2030, um total de cento e trinta e seis mil casos de céncer de
prostata. Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), o CP é o segundo
mais comum entre os homens, ficando atras somente para o cancer de pele
nao melanoma (INCA, 2021).

A prostata € uma glandula situada logo abaixo da bexiga e presente
somente no corpo humano masculino (figura 2). Este pequeno 6rgao envolve
uma porcao da uretra, tubo pelo qual a urina é eliminada, além de produzir
parte do sémen. A préstata pode ter um crescimento benigno conforme a idade
avangada, ja o seu crescimento anormal pode se tornar um tumor maligno
(INCA, 2021).
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Figura 2 - llustragédo da préstata e do cancer de prostata

Préstata

Préstata Saudavel Préstata Cancerigena

Fonte: Adaptado de MAYO CLINIC, 2021

O cancer de préstata comecou a ser considerada uma forma distinta de
doenca no final do século XIX, quando os médicos encontraram problemas
praticos em relagdo ao seu tratamento. A cirurgia, que se baseia na retirada de
uma grande massa de tecido que envolve a préstata, no fundo da pélvis,
cercada por 6rgaos e vasos vitais, traz riscos associados e efeitos colaterais
em longo prazo, nao proporcionando uma cura consistente e eficaz. No final da
década de 1960, o pesquisador Richard J. Ablin da Universidade de Buffalo em
Nova York comegou a investigar a imunologia da prostata e identificou o
antigeno prostatico especifico (PSA) presente no sangue, que se eleva a
medida que a prostata aumenta seu volume. Posteriormente, outra equipe da
mesma universidade desenvolveu um ensaio para a identificagcdo do PSA,
patenteado em 1984, que em poucos anos se tornou uma das técnicas de
rastreamento mais utilizadas para o diagndstico de cancer de prostata
(BARNETT, 2018).

A maioria dos casos diagnosticados de cancer de prostata é detectada
pelo teste de PSA sérico anormal, levando a bidpsia transretal para sua
confirmacéo. A bidpsia foi desenvolvida em 1920 e aprimorada em 1966 com a

escala de Gleason, criada pelo patologista americano Donald Gleason que
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pontua uma dada amostra de CP baseada em sua aparéncia microscopica
(BARNETT, 2018; BORLEY; FENELEY, 2009).

Mesmo sendo a técnica mais usada para a deteccdo de CP, a
especificidade do teste de PSA é limitada, com uma alta taxa de falso-positivos
levando a bidpsias desnecessarias, além de resultar em tratamentos cirurgicos
dispensaveis que podem causar danos durante a vida do paciente. Assim, com
a finalidade de melhorar o poder diagnéstico desse marcador, em 2013 foi
desenvolvido o indice PHI, denominado indice de saude da préstata (do inglés
Prostate Health Index) que relaciona, matematicamente, os resultados das
medidas da isoforma do PSA [-2]proPSA (identificada como p2PSA), do PSA
total e da fragéo livre do PSA. O PHI € um exame de sangue simples e barato,
e varios estudos prospectivos internacionais demonstraram superar as
medicdes convencionais de PSA e PSA livre, além de estar consistentemente
associado a pontuacao de Gleason (LOEB; CATALONA, 2014).

A Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial
(SBPC/ML) e a Sociedade Brasileira de Urologia (SBU) aprovaram o PHI como
uma atualizagdo na vigilancia do CP, devendo ser considerada como parte do
arsenal urolégico padrao para decisbes de bidpsia, tratamento de risco e
selecao de tratamento (SBPC, 2018).

E importante ressaltar que o CP é uma doenga silenciosa, com sintomas
comumente associados a outras enfermidades como dificuldade ao urinar e
sangue presente na urina. Usando essas ferramentas de triagem em homens
assintomaticos, ha grande probabilidade de ter um diagndstico precoce da
doencga e levar a um tratamento nos estagios iniciais da doengca (BORLEY;
FENELEY, 2009).

Os exames de estadiamento sao feitos para avaliar a disseminagao da
doencga no paciente, que reunem exames de imagem e exames laboratoriais
como hemograma completo, fungdo hepatica, testosterona e coagulograma. O
tratamento compreende a prostatectomia radical, radioterapia externa,
braquiterapia e terapia hormonal, sendo que cada tratamento depende do grau
da doencga e da condigao do paciente. Em casos de recidiva bioquimica (RB), a

Sociedade Brasileira de Oncologia Clinica (SBOC) atualizou para o ano de
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2020 suas diretrizes de tratamentos oncoldgicos para préstata. Agora seus
guias de conduta para doenga localizada (SBOC, 2021b) e doenga avangada
(SBOC, 2021a) incluem exames de imagem PET em conjunto com a
tomografia computadorizada, utilizando radiofarmaco a base de PSMA

marcado com galio-68.

3.2 Uso do Radiofarmaco na Medicina Nuclear

A medicina nuclear € um dos campos da medicina que faz uso da
radiacdo para o tratamento e o diagnéstico de doengas. Ela combina areas da
quimica, fisica, farmacia e biologia, fornecendo informag¢des que auxiliam na
avaliagao clinica do paciente (LOVELAND et al., 2017).

E importante ressaltar que nem toda terapia com radiacdo esta vinculada
a medicina nuclear, como a braquiterapia e a teleterapia, que envolvem fontes
seladas e externas de radiacao, respectivamente. O mesmo conceito é
aplicado a exames de imagens, sendo que exames de raios-X, ultrassom e
ressonancia magnética nao fazem parte da medicina nuclear, e sim da
radiologia (VARGA, 2018).

A medicina nuclear emprega radionuclideos como fontes ndo seladas
chamadas de radiofarmaco, medicamento constituido por um farmaco e um
radionuclideo. O componente farmacéutico permite que o composto se localize
preferencialmente nos 6rgaos ou participe de alguma funcéo biolégica. Ja o
radionuclideo € um nucleo instavel que passa por um ou mais processos de
decaimento a fim de obter sua estabilidade. Assim, o radiofarmaco nada mais é
que um marcador radioativo que emite radiacdo para o local alvo no qual esta
acumulado (em casos de terapia) ou para fora do paciente (no caso de

imagem), indicando o 6rgao de interesse (SAHA, 2010).

O radiofarmaco ndo € um medicamento tradicional, pois normalmente
nao produz efeito farmacolégico sobre o paciente devido a concentragdo
extremamente baixa, administrada por via endovenosa, oral ou por inalacao
(VARGA, 2018).

Os radionuclideos que sao produzidos de maneira natural raramente sao

utilizados na medicina nuclear, sendo os que apresentam mais utilidade sao
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produzidos artificialmente em reatores de pesquisa, aceleradores de particulas
ou através de um gerador de radionuclideos. Em reatores nucleares séo
usadas reacgdes de captura de néutrons (n,y ou n,p) e fissdo do uranio-235
(235U) para a producdo de radionuclideos, no qual estes sao ricos em neutrons
e se estabilizam por decaimento beta (B) (VENKATESH; KANG, 2021).
Normalmente, estes radionuclideos com emissao de particulas beta possuem
tempo de meia-vida fisica (T42) longa, enquanto que radiois6topos com meia-
vida mais curta podem ser produzidos em aceleradores ciclotron ou por meio
de geradores (OLIVEIRA et al., 2006).

Em aceleradores de particulas, a produgdo mais comum de
radinuclideos para uso médico ocorre através de reacgdes induzidas pelo
préton/déuteron produzindo radioisotopos deficientes em néutrons, que se
estabiliza através da emissdo de positrons (B*) ou por captura de elétrons
(VENKATESH; KANG, 2021). Em geradores, o radioisotopo € obtido a partir de
um radionuclideo com Ty, longo, no qual suas propriedades quimicas sao
diferentes da do radiois6topo produzido com T4, curta, sendo facilmente
separados como é o caso do gerador *Mo/**"Tc que decai emitindo radiacéo
gama (y) (OLIVEIRA et al., 2006).

As radiacbes emitidas dos radionuclideos sao particulas ou ondas
eletromagnéticas, produtos da estabilizagcdo da estrutura e da dindmica do
nucleo instavel do atomo. O tipo de emissado, a energia e tempo de meia-vida
sdo os aspectos que determinam sua aplicagdo e, consequentemente, a
finalidade diagndstica ou terapéutica do radiofarmaco. A escolha de um
radionuclideo também depende da sua disponibilidade, do custo envolvido na
sua produgao e marcacgao e, principalmente, da sua afinidade pelo substrato
para ter um radiofarmaco estavel. Assim, evita-se que ocorra dissociacédo e a
producao de produtos secundarios, causando efeitos indesejaveis na aplicagcéo
como sua deposicdo em um o6rgao nao-alvo, oferecendo dose de radiagao
desnecessaria ao paciente (SAHA, 2010; LOVELAND et al., 2017).

3.2.1 Imagem molecular

A Imagem molecular (IM) é definida como a visualizagdo e

caracterizagdo da interacdo entre o 6rgdo ou tecido alvo e o agente de
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imagem, fornecendo informagdes sobre suas estruturas e fungdes, assim como

processos biolégicos em nivel molecular e celular (JOSEPHS et al., 2009).

Os radiofarmacos podem ser usados como agentes de imagem por
constituirem um componente sinalizador e um componente especifico, que
interage com o érgao-alvo. Cerca de 90% dos procedimentos diagndsticos da
medicina nuclear correspondem a imagem molecular, fornecendo informagdes

predominantemente bioquimico-funcionais (SIMAL, 2011).

A figura 3 representa o principio de realizagdo das imagens em exames
PET e SPECT empregando radiofarmacos. Para as imagens PET (figura 3, A)
sao usados radioisétopos de decaimento por pdsitrons, no qual os positrons
viajam pelo espacgo até se aniquilarem por colisdo com um elétron, produzindo
dois raios y com energia de 511 keV liberados em direcbes opostas. Esses
raios y sao reconhecidos como fétons de coincidéncia pelo anel detector,
sendo usados para reconstruir o ponto de origem usando informagdes
espaciais e temporais. Ja para as imagens SPECT (figura 3, B) geralmente séo
usadas duas camaras gama que giram em torno do paciente para coletar os
raios gama emitidos pelos radionuclideos, sendo estes normalmente com Ty,
mais longa do que os usados em PET, indo de horas a dias, frequentemente
usado para analisar processos cinéticos mais lentos (HAEDICKE et al., 2018).
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Figura 3 - Principio da formagao da imagem PET (A) e SPECT (B)
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Fonte: HAEDICKE et al., 2018 (traducgao livre).

Uma grande variedade de tecnologias em IM foi se desenvolvendo e
evoluindo nos ultimos tempos, incluindo ultrassom, tomografia
computadorizada, imagem por ressonancia magnética, PET e SPECT. A
escolha da modalidade depende do processo de interesse, levando-se em
conta a frequéncia e o periodo de aquisicdo da imagem, a area que sera

investigada e a resolugdo necessaria para sua visualizagdo. Dependendo da



Pagina |41

aplicagdo, uma ou mais modalidades de imagem podem ser escolhidas. CT e
ultrassom sao usados para obter informagdes estruturais e anatdmicas, ja PET
e SPECT permitem avaliar a atividade metabdlica de tumores e metastases
(HAEDICKE et al., 2018).

A fusdo das modalidades de imagem nuclear com as anatbmicas
proporciona uma visao mais detalhada da enfermidade, mesmo em casos onde
a mudanca é minima. Além disso, o radiofarmaco usado para a construgcio da
imagem néo interfere nem altera a fungcdo do 6rgdo que esta sendo

investigado, tornando a técnica muito aplicavel e desejavel (VARGA, 2018).

A interacdo molecular entre os processos patogénicos e ndo patogénico
€ a base para a imagem molecular, retratando alteragbes anatdmicas de modo
a diagnosticar de maneira mais exata e precoce pequenas lesdes e até
metastases. Assim, a IM consegue elevar o entendimento sobre a biologia
tumoral, bem como avaliar a presenca e o estagio biolégico da doencga. Ela
permite também o estudo farmacocinético e farmacodindmico de drogas
antitumorais, avaliar suas respostas terapéuticas e visualizar o status bioldgico

de receptores e vias envolvidas no desenvolvimento tumoral (SIMAL, 2011).

3.2.1.1 FDG-'°F

A PET/CT empregando fludesoxiglicose ('®F) (FDG-'®F) representa a
técnica de imagem mais conhecida na medicina nuclear que emprega
emissores de positrons. O radiofarmaco FDG-'F é o mais amplamente
utilizado para imagiologia de tumores em geral, pois pode ser usado para
imagens de tumores cerebrais, cancer de mama, de pulmao, de cabeca e
pescogo, além de cancer de esbéfago, melanoma e colorretal (LOVELAND et
al., 2017).

FDG-'®F ¢ um analogo da glicose com substituicdo do oxigénio na
posicado C-2 por fluor-18, como pode ser visto na figura 4. Sua captagao se
torna elevada principalmente em lesdes primarias de cancer e em metastases
devido ao aumento da captagcédo de glicose relacionada ao tumor. Em casos
como CP, no entanto, esse radiofarmaco se torna limitado devido ao baixo

metabilismo glicolitico nas células tumorais da prostata, sendo limitado para
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doenca em estagio metastatico ou em estagio avancado (BEDNAROVA et al.,
2017). A revisao de literatura realizada por JADVAR (2016), avaliando o
desempenho do FDG-"8F no cancer de prostata em diversos estagios da
doenca, corrobora a possivel aplicagdo em casos metastaticos, limitando-se a
casos agressivos da doenca.

Figura 4 - Comparacéo entre as moléculas de glicose e FDG-'®F
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Fonte: Autor

Embora o FDG-'®F ainda seja o radiofarmaco mais amplamente usado,
outros radiotragadores especificos para lesbes que ndo captam de maneira
efetiva a glicose estdo sendo investigados, para que o diagnostico da doenga-
alvo seja mais preciso e seletivo (CAZZATO et al., 2018).

O surgimento de novas tecnologias para atender e melhorar o
diagndstico de CP por PET é cada vez mais visivel. Novos marcadores
tumorais capazes de avaliar sua estrutura e funcao através de receptores
presentes no cancer de prostata potencializaram os estudos nessa linha de
pesquisa. A aplicagao de proteinas como tracadores PET € um bom exemplo
de como a técnica pode ser refinada. Analogos dirigidos ao antigeno prostatico
de membrana especifico, PSMA (Prostate Specific Membrane Antigen) vem
sendo explorados como alternativas de radiofarmacos para diferentes
contextos clinicos do CP, como estadiamento primario, detec¢cao de recorréncia
bioquimica, avaliagdo das respostas terapéuticas e planejamento do tratamento
(BARBOSA et al., 2018).

3.3 Antigeno Prostatico de Membrana Especifico (PSMA)
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Desde os anos 2000, o PSMA tem sido investigado como um potencial
alvo para exames de imagens de CP e, nos ultimos anos, sua introdugédo em
exames de PET/CT alterou drasticamente o cenario global no estadiamento do
cancer de proéstata, devido a sua sensibilidade alta e especificidade comparada

as imagens convencionais (NIKHIL et al., 2020).

O PSMA é descrito como folato hidrolase, glutamato carboxipeptidase |l
(GCP 1), dipeptidase acida ligada em alfa n-acetilada (NAALADase) ou ainda
por &cido N-acetilaspartilglutdamico (NAAG) peptidase. E uma proteina
glicolitica transmembranar do tipo Il, com peso molecular de aproximadamente
100 kDa, e tem como principal fungdo enzimatica de liberar glutamato nas
moléculas do substrato. E superexpresso na superficie celular do cancer de
prostata, cerca de 1000 vezes maior do que a expressao encontrada em outros
tecidos, como rins, intestino delgado e o préprio tecido da prostata. A atividade
do PSMA se inicia quando o substrato NAAG se liga no dominio extracelular do
PSMA, ocorrendo hidrélise deste substrato que resulta nos produtos N-acetil
aspartato (NAA) e glutamato (figura 5) (OKARVI, 2019).

Figura 5 - llustracdo da clivagem hidrolitica do substrato NAAG pelo PSMA
(GCP 11) em NAA e glutamato
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Figura 6 - Representacdo do PSMA e seus dominios de interesse
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Fonte: Autor, baseado no trabalho de OKARVI, 2019.

O PSMA, ilustrado na figura 6, possui um terminal amino citoplasmatico
curto com 19 aminoacidos, um unico dominio que abrange a regidao da
membrana e um grande dominio extracelular com 707 aminoacidos. Os
dominios extracelulares exibem sequéncias com aminopeptidases que
possuem sitios de ligagdo de zinco binuclear, no qual os dois ions de zinco
compartiiham um ligante de carboxilato em ponte. O GCP Il também é
expresso no parénquima da prostata humana, de onde foi clonado pela
primeira vez e denominado como PSMA (TATEISHI, 2020).

Em células tumorais, a melhor hipétese do PMSA ser expresso nesse
tecido seria de estar envolvido na angiogénese, visto que um aumento de
expressao do PSMA foi encontrado no estroma adjacente a neovasculatura de
tumores solidos. Devido a expressao alta e seletiva em 90-100% das lesdes
locais de CP, assim como em metastases e linfonodos, o PSMA se revela
como um étimo marcador de CP (LUTJE et al., 2015).
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Além de ser significativamente superexpresso em quase todas as
células de CP, a expressdo do PSMA aumenta conforme os estagios da
doenca, sendo diretamente proporcional aos avancados das lesdes. Além
disso, a forma como o PSMA é capaz de captar um ligante direcionado a ele é
extremamente efetiva, ocorrendo através de uma reciclagem endossémica,
aumentando a captagcdo e retendo-se ainda mais no tumor. Essa ligagcéo
fornece uma melhor qualidade de imagem para procedimentos diagndsticos e
uma alta dose local para aplicagdes terapéuticas (EIBER et al., 2017).

Neste cenario, o ProstaScint (Capromab Pendetide-'""In; EUSA Pharma)
foi um dos primeiros tracadores aprovado pela U.S. Food and Drug
Administration (FDA) que tinha como foco o PSMA. O radiofarmaco era
formado por um anticorpo anti-PSMA radiomarcado In-111, tendo como alvo o
dominio intracelular do PSMA, agindo nas células tumorais apds sua
internalizacdo ou em células mortas que tinham suas membranas ja
corrompidas, facilitando sua entrada. Sua aplicagdo em imageologia ficou
limitada devido a relagdo tumor/radiacdo de fundo ser baixa, além de ser
obervado captacdo ndo seletiva em outros 6rgados. Posteriormente, varios
outros anticorpos monoclonais de afinidade alta, dirigidos aos dominios
extracelulares do PSMA foram desenvolvidos, mas apresentavam
desvantagens que limitavam seu uso. A meia-vida circulatéria relativamente
longa (3-4 dias) e penetracdo tumoral baixa fizeram dos anticorpos
monoclonais uma alternativa ndo adequada, especialmente em aplicacdes em

analises com tempo precoce (LUTJE et al., 2015).

Paralelamente, pequenas moléculas de inibidores de PSMA com
afinidade alta comegaram a ser estudadas para atuar como agentes
teranodsticos. Esses pequenos compostos ganharam muito interesse devido a
penetracdo no tumor maior e melhor, se tornando 6timos candidatos a
radiomarcagdo (RUANGMA et al., 2018).

Atualmente, ha trés tipos de inibidores com base nas por¢des de ligagao
de zinco do PSMA: a base de fésforo, a base de tiol e a base de ureia. O
inibidor a base de fésforo consegue se ligar ao nucleo de fosfonato nos dois
ions de zinco localizados no dominio ativo do PSMA. O inibidor a base de tiol &
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igual ao baseado em fésforo, diferenciando-se apenas pela sua polaridade. O
inibidor a base de ureia, no entanto, é internalizado pela célula logo apés sua
ligacao ao dominio ativo do PSMA externo (TATEISHI, 2020).

Assim, tendo como base a estrutura quimica do NAAG, alguns inibidores
de PSMA compostos pelas espécies glutamato-ureia-R foram sintetizados.
Através da modificagdo no grupo R, podendo ser um grupo lisina (Lys) ou outro
grupo glutamato (Glu), os inibidores de PSMA demonstraram internalizagéo
alta e ligagdes seletivas ao PSMA. A figura 7 mostra a estrutura base para o
farmacoforo a base de Lys-ureia-Glu (OKARVI, 2019).

Figura 7 - Estrutura molecular do farmacéforo a base de ureia, Lys-ureia-Glu,

destacados da esquerda para a direita, respectivamente
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Fonte: Autor
3.3.1 Radiofarmacos a base de PSMA

Para a radiomarcagao com radioisétopos metalicos, radiofarmacos com
o farmacoforo Glu-ureia-Lys s&o covalentemente ligadas a varios agentes
quelantes, como DOTA e HBED-CC (figura 8), por meio de grupos ligantes.
Esses agentes quelantes bifuncionais possuem a capacidade de formar um
complexo forte e estavel com um radiometal em uma de suas extremidades,
enquanto que se liga covalentemente ao agente farmacéforo na outra
extremidade. Para o radiois6topo fluor-18 € usado um agente prostético que

permite a fluoragao nucleofilica da proteina (OKARVI, 2019).
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Figura 8 - Exemplos de agentes quelantes usados para radiomarcacao de
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A ligacdo entre o farmacoéforo e a porgdo radiomarcada é feita por
grupos funcionais ligantes. Muitas vezes desempenham um papel fundamental
no direcionamento dos peptideos e na sua farmacocinética, além de influenciar

diretamente na sua absorc¢éao pelo tumor (OKARVI, 2019).

Foi demonstrado em um estudo com inibidores de PSMA marcados com
galio-68 com valéncia Ill e VI, que o composto com ligante contendo
fenilalanina influenciou a lipocifilidade do peptideo, tornando-o mais lipofilico
devido a presenca do anel aromatico, impactando positivamente no seu

desempenho na geragéo de imagens (BANERJEE et al., 2010).

Outra alternativa que fornece maior retencao ao inibidor seriam ligantes
carregados negativamente, considerando que o sitio ativo do PSMA fornece
uma ligacdo bastante especifica para os aminoacidos glutamato e aspartato
(WESTER; SCHOTTELIUS, 2019).

Com isso, varios agentes inibidores de PSMA foram desenvolvidos para
aplicagdes clinicas com diferentes ligantes, radioisétopos e aplicagdes. Na

figura 9 estao ilustrados alguns agentes ja em uso para cancer de prostata.



Pagina |48

Figura 9- Estrutura molecular base dos radiofarmacos PSMA-617, PSMA 1&T e
PSMA-11
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Para exames SPECT/CT encontram-se descritos radiofarmacos
marcados com tecnécio-99m como HYNIC-PSMA-*"Tc (SU et al., 2017) e
MIP-1404-2"Tc (SCHMIDKONZ et al., 2018), ou marcado com '"'In, como
PSMA-I&T-"In (SCHOTTELIUS et al., 2015).

Para terapia de cancer de prostata, derivados de PSMA marcados com
""Lu como o PSMA-I&T (WEINEISEN et al., 2015) e PSMA-617 (KHREISH et
al., 2020), ou marcados com ??*Ac como o PSMA-617-*2Ac (KRATOCHWIL et
al., 2020) e radioisétopos de iodo como /"' (MIP-1095-"241/"%1])
(ZECHMANN et al., 2014) foram descritos.

Radiofarmacos como PSMA-11-Ga (FENDLER et al., 2019), DCFPyI-
'"®F (MENA et al., 2020) e 0 PSMA-1007-"8F (WATABE et al., 2021) estdo entre
os mais estudados, sendo que o PSMA-11-Ga tem grande papel na

medicina nuclear atual.
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3.3.1.1 PSMA-11-%Ga

Atualmente, o0  Glu-NH-CO-NH-Lys-(Ahx)-HBED-CC-®Ga, = mais
conhecido como PSMA-11-®Ga, estd entre os agentes mais amplamente
usados para imagens PET/CT de cancer de préstata. Ele pertence a classe de
inibidores de PSMA a base de ureia, e os primeiros relatérios clinicos sobre o
PSMA-11-%Ga PET/CT foram publicados entre 2012 e 2013 (BOIS et al.,
2020).

Seu agente HBED-CC foi proposto como um eficiente quelante devido a
natureza lipofilica, além de exibir cinética de complexagao rapida do Ga (lll) e

promover estabilidade alta in vitro e in vivo (EDER et al., 2012).

O radionuclideo galio-68 apresenta tempo de meia vida fisico de 68
minutos e decai por emissdo de pdsitrons com abundancia de 89%. Pode ser
obtido através de geradores %Ge/*®Ga, que permitiu a producdo do
radiofarmaco em centros médicos usando kits liofilizados com alto grau de
pureza e pronto uso (KURASH et al., 2020).

O PSMA-11-8Ga é amplamente utilizado em varias indicacdes clinicas,
incluindo estadiamento de pacientes com CP de risco intermediario a alto ou
para casos de recorréncia bioquimica, apresentando superioridade em relagao
a outros radiofarmacos disponiveis como colina-''C em PET/CT (SCHWENCK
et al., 2017).

Por ser altamente especifico, 0 PSMA-11-3Ga apresenta taxas de
detecgdo de aproximadamente 50%, relatadas mesmo em niveis de PSA
menores que 0,5 ng/mL. Portanto, atua com grande impacto no planejamento
de radioterapias e nos delineamentos pds-tratamento em pacientes (CALAIS et
al., 2018).

Em dezembro de 2020, a FDA aprovou o PSMA-11 marcado com galio-
68 como o primeiro medicamento para imagens PET para homens com cancer
de prostata (FDA, 2020). Em abrii de 2021, a monografia oficial do
radiofarmaco foi publicada na décima edicdo da Farmacopeia Europeia
intitulada “Gallium (68Ga) PSMA-11 injection” (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2021b).
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Em relagdo ao compéndio nacional, a Farmacopeia Brasileira 62 edicao,
ha somente cinco radiofarmacos com monografias publicadas, sendo um
radiomarcado com fluor-18 e os demais com tecnécio-99m. Apesar de ser
amplamente reconhecido e aplicado, o PSMA-11-3Ga n3o possui monografia

no Brasil.

3.3.1.1.1 Comparacao entre os radionuclideos flior-18 e galio-68

Fldor-18 e galio-68 sdo os principais radioisétopos para tragadores a
base de PSMA e, apesar do PSMA-11-®Ga ser amplamente utilizado, o
mesmo possui algumas desvantagens. Sua principal vantagem €& a
disponibilidade comercial que o Ga-68 oferece por meio dos geradores,
permitindo a producao de lotes de aproximadamente 2—4 doses por eluicdo. No
entanto, o Ga-68 tem tempo de meia-vida fisico muito curto, permitindo apenas
o uso local do radiofarmaco, tornando a entrega de doses prontas com

atividades suficientes para centros remotos um desafio (KESCH et al., 2017a).

Em relacao a formacgao de imagens, o F-18 possui vantagem por possuir
um decaimento nuclear favoravel. O F-18 exibe energia de emissdo de
positrons de 0,6 MeV, energia baixa em comparacéo ao do Ga-68 de 1,9 MeV.
Portanto, a distancia para desacelerar o pdésitron vindo do fluor no tecido
humano é muito menor, resultando em uma resolugédo de imagem muito maior
(DIETLEIN et al., 2015).

Para centros que ndo tém acesso a um ciclotron e tém um numero
moderado de exames, os geradores de ®*Ge/*®Ga apresentam um investimento
razoavel. Consequentemente, em grandes centros com muitos pacientes,
varias produgdes por dia sdo necessarias, ou multiplos geradores precisam ser
operados simultaneamente, multiplicando os custos. Neste caso, um
acelerador ciclotron e radiotragadores marcados com F-18 representam a
melhor opgao (KESCH et al., 2017a).

A tabela 1 compara os dois radionuclideos levando em consideracao
alguns pontos importantes, necessarios para a escolha do melhor radioisétopo

para a aplicacdo em PET.



Tabela 1 - Comparacéao entre Ga-68 e o F-18
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Propriedades %®Ga

18F

Tempo de Meia- 68 min (decaimento completo

vida em algumas horas apds o
exame; transportavel apenas
para centros proximos)
1,90 MeV (profundidade de

penetragao do positron

Energia do
Pésitron
teoricamente maior, mas

amplamente desprezivel em

tecidos solidos na

reconstrucédo da imagem)

Marcacao Molécula quelante (necessario
ambiente controlado; kits ou

modulo de sintese)

Abordagem Radiomarcagéo com

teranéstica radionuclideos diagnéstico e
terapéutico (ex: '"’Lu, #°Ac,

213Bj) possiveis

Investimento Geradores (~50.000 ddlares

inicial e custos para ~2 geradores por ano);
operacionais maodulo de sintese ou

producao de kit

Escalabilidade Capacidade definida pelo

gerador

110 min (possivel envio para
centros mais distantes;

imagem tardia possivel)

0,65 MeV (menor carga de
radiacdo, apesar de meia-
vida mais longa; resolugéo

teoricamente maior)

Moléculas de grupo
prostético (necessario
ambiente controlado; requer
hot cells e modulos de
sintese)
Diferentes estruturas
quimicas dos agentes de
diagnéstico e terapéutico que
se relacionam (ex: PSMA-
1007 / PSMA-617, DCFPyI /
MIP-1095)
Ciclotron (~1.000.000—
3.000.000 dolares);
radiossintetizadores
conectados ao ciclotron; *0
como material alvo por
producao
Demanda de produgéo
escalavel que se adapta ao

numero solicitado de exames

Fonte: Adaptado de KESCH et al., 20172.

Levando em conta as limitacbes que o Ga-68 oferece, varios estudos

foram realizados a fim de estabelecer um radiofarmaco capaz de carregar o F-

18 e ter um melhor desempenho na deteccao de lesées. KUTEN et al. (2020)
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avaliaram lado a lado o PSMA-11-Ga com um novo composto, PSMA-1007-
'"®F em 16 pacientes com risco alto e intermediario. Foi avaliado ndo sé o
radionuclideo como a atuacdo dos dois inibidores frente aos resultados
encontrados por PET, tendo como referéncia espécimes histopatoldgicos.
Ambos os radiotracadores mostraram boa performace e taxa de detecgao alta,
e a superioridade do fluor s6 ficou evidente na qualidade da imagem. Em
relacdo as regides de retencéo, o PSMA-11-3Ga apresentou excrecgéo renal,
enquanto que o PSMA-1007-"8F apresentou excrecao hepatobiliar, ndo tendo
acumulo de atividade na regido local pélvica e, com isso, possibilitando melhor

visualizacdo das lesdes locais.

Outro estudo foi realizado comparando os dois radiotracadores, neste
caso analisando 102 pacientes com recorréncia bioquimica entre os anos 2017
e 2018. O PSMA-1007-"8F conseguiu detectar 369 lesdes em comparagao a
178 detectadas pelo PSMA-11-%8Ga, dentre elas benignas que foram
identificadas 5 vezes mais do que o PSMA-11 marcado com galio. Essa
discrepancia entre as detec¢des pode ser atribuida a energia do F-18, que
melhora a resolugdo da imagem, além do fato do inibidor PSMA-1007 ter maior
afinidade pelo PSMA e ter maior internalizacdo do que o PSMA-11
(RAUSCHER et al., 2020).

Nzo sé o PSMA-1007-"F, mas outros inibidores marcados com F-18
foram desenvolvidos e vém chamando a atencao por apresentar propriedades
nucleares e bioldégicas comparaveis ou até superiores aos inibidores marcados
com Ga-68. Um estudo comparativo entre PSMA-11-%Ga e o composto
DCPyL-18F, segunda geragao de compostos a base de ureia marcados com F-
18, investigou retrospectivamente a biodistribuicdo dos dois radiotragadores em
34 pacientes. No geral, ambos os inibidores apresentaram retengdo em orgaos
nao-alvo como rins, bago e glandulas salivares, 6rgaos receptores de PSMA,
indicando especificidade. O tempo de meia vida fisico do F-18 tornou capaz
realizar imagens mais tardias, nas quais compostos mais lipofilicos conseguem
ter uma razao tumor/radiacdo de fundo maior e detectar lesbes menores com
uma definicido melhor. Limitagdo essa que o PSMA-11-%Ga nao conseguiu
superar o DCPyL-18F, mas para rotina médica, ambos sao excelentes opgdes
(FERREIRA at el., 2019).
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3.3.1.2 PSMA-1007-"%F

O PSMA-1007-"8F (((3S, 10S, 14S) -1- (4 - (((S) -4-carboxi-2- ((S)-4-
carboxi-2- (6-18F-fluoronicotinamido)butanamido)butanamido)metil )fenil)-3-
(naftaleno-2-ilmetil)-1,4,12-trioxo-2,5,Acido11,13-tetraazahexadecano-10,14,16-
tricarboxilico)) foi descoberto em 2016 como resultado de um estudo de
desenvolvimento de novos ligantes de PSMA radiofluorados para o diagnostico
de céancer de prostata. Sua estrutura foi baseada no PSMA-617, pois 0 mesmo
oferece amplas oportunidades de radiomarcag¢ao com diferentes radionuclideos
para imagens e terapia por meio do quelante DOTA em sua estrutura
(CARDINALE et al., 2020). No desenvolvimento de novas novas moléculas, o
agente quelante foi substituido pelo acido 6-fluoronicotinico, que permite a facil
introducdo de fluor-18 na molécula. Essa mudanca fez com que o inibidor
perdesse sua hidrofilicidade e impactasse negativamente na sua
biodistribuicdo. Assim, aminoacidos hidrofilicos foram adicionados ao ligante,
levando ao desenvolvimento de PSMA-1007-"8F (CARDINALE et al., 2020).

Na Figura 10 esta ilustrado o esquema de formacgdo do radiofarmaco
PSMA-1007-"8F a partir do PSMA-617.
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Figura 10 - Esquema de composicdo do PSMA-1007-"8F a partir do PSMA-617
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O PSMA-1007 foi desenvolvido na Alemanha com sua patente publicada
em 6 de abril de 2017, oficializando sua descoberta para o mundo. Mesmo
tendo diferencas em suas estruturas, o PSMA-1007 e o PSMA-617 mostram
biodistribuicdes similares, podendo atuar em conjunto como agente terandstico
(GIESEL et al., 2016).

O fato do ligante ser marcado com F-18, que possui energia de positrons
baixa, oferece melhor qualidade de imagem, e a meia-vida de 110 minutos
permite o transporte para centros de medicina nuclear mais distantes quando
comparado ao galio. Havendo a possibilidade de radiofarmacias PET serem
conectadas a um ciclotron local, o PSMA-1007-"8F consegue ser produzido em
larga escala. Além disso, o PSMA-1007-"8F & eliminado principalmente pela via
hepatobiliar devido as suas caracteristicas lipofilicas moderadas vindas do
ligante. Portanto, quase nenhuma atividade via urina ocorre, proporcionando
condigbes ideais e superiores aos do PSMA-617 (KESCH et al., 2017b).
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O radiofarmaco é extremamente especifico, como foi demonstrado por
SOEDA et al. (2019) que estudaram a influéncia de concentragdes de
peptideos na biodistribuicdo do PSMA-1007-'"®F in vivo. Diferentes
concentracdes de peptideos de PSMA ndo radiomarcado foram usados em
camundongo a fim de avaliar as mudancgas na biodistribuicdo usando o PSMA-
1007-"8F como base, variando sua atividade molar. Este estudo revelou que
uma diminuicdo da atividade molar da solugdo injetada de PSMA-1007-'®F
resultou na diminui¢gdo da captagdo no tumor e em 6rgaos normais. A glandula
salivar foi mais sensivel do que o tumor a diminuigdo da atividade, e seu ajuste
pode reduzir a captacado da glandula salivar enquanto mantém a captagao do
tumor. Essa alta captagao de inibidores de PSMA pela glandula salivar pode
ser usado a favor da medicina, visto que o PSMA-PET/CT pode ser usado para
a deteccado de canceres de glandulas salivares recorrentes e metastaticos,
carcinomas de células escamosas ou tumores benignos de gléandulas salivares.
Essa quantificacdo individual desses tecidos traz beneficios para uma
aplicacéao radioterapeutica (TILSEN et al., 2021).

3.3.1.2.1 Estudos clinicos com o PSMA-1007-"%F

GIESEL et al. (2018b) realizaram o primeiro estudo comparando o
PSMA-1007-"®F com o DCPyL-"®F, respectivamente, terceira e segunda
geracdo de compostos inibidores de PSMA radiomarcados com F-18. Doze
pacientes foram submetidos aos dois radiotracadores a fim de comparar
intraindividualmente seu desempenho, visto que ambos carregam o mesmo
radionuclideo e compartilham o mesmo farmacoéforo. O estudo demonstrou que
tanto DCPyL-'"®F quanto PSMA-1007-'F fornecem excelente qualidade de
imagem de CP local e metastatico. Como a avaliagdo de imagens da pelve é
mais frequentemente utilizada, a excregdo ndo urinaria do PSMA-1007-"8F
apresenta uma vantagem pratica, especialmente para o estadiamento primario

e em casos de suspeita de recorréncia local.

Mais tarde, em 2021, WONDERGEM et al. (2021) realizaram mais um
estudo comparando os dois radiotragadores, agora com 240 pacientes.
Comprovaram a eficiéncia dos dois radiofarmacos e salientaram a relevancia
clinica do PSMA-1007-"8F sobre o DCPyL-"®F. O PSMA-1007-"8F detecta

significativamente mais lesdes suspeitas do que o DCPyL-"®F na regido
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prostatica, e isso para pacientes com recorréncia bioquimica é de extrema
importancia clinica decorrente da menor secregao urinaria desse radiofarmaco.
Outro fator importante € a captacdo alta de lesbes Osseas duvidosas
encontradas com PSMA-1007-'F, fato que se tornou frequente em sua
literatura resultando em uma caracteristica indesejada e de pouco valor clinico.
Contudo, esta desvantagem nao resultaria em sua eliminagdo como candidato

a radiotragador para pacientes que procuram um bom diagnéstico.

Investigacdes com o consagrado FDG-'8F também foram realizadas,
estudando sua eficiéncia contra o PSMA-1007-'®F. Por se tratar de
mecanismos de captagdo diferentes, era esperado que o PSMA-1007-"8F
obtivesse resultados superiores ao FDG-'®F, o que realmente aconteceu. Dos
21 pacientes avaliados com lesdes metastaticas e primarias, o PSMA-1007-"8F
detectou lesdes em 100 % dos pacientes avaliados (21/21) enquanto que o
FDG-'®F detectou somente 67 % (14/21). A captacéo alta pelos 6rgdos nao-
alvo também foi observada pelo PSMA-1007-'®F, no qual esse fendmeno foi
atribuido ao fato de a captagao ocorrer também em processos inflamatorios,
mas ainda ndo pode ser confirmado (ZHOU et al., 2021).

RAHBAR et al. (2018a) estudaram o tempo de aquisicdo de imagem
usando 40 pacientes, dos quais 28 apresentaram recidiva bioquimica, 9 foram
examinados para acompanhamento de terapia e 3 foram examinados para
estadiamento primario. O grupo avaliou os tempos 60 e 120 minutos, e atestou
que todas as 136 lesdes ficaram visiveis em ambos os tempos, com excecao
de um linfonodo que ficou visivel apenas em 120 minutos. As lesdes
caracteristicas de CP, que englobam metastases, linfonodos e a proépria
prostata mostraram captagdo e contraste significativamente maiores nas
imagens tardias, levando o grupo a recomendar que imagens PET/CT com
PSMA-1007-"8F sejam realizadas em 120 minutos ao invés de 60. Um fato que
corrobora essa afirmacéo seria a farmacocinética do PSMA-1007-"8F, que ¢é
mais lenta do que a do PSMA-11-%Ga, o que reforca a recomendagdo para um

exame mais tardio.

Em relacdo aos métodos utilizados atualmente para deteccédo de cancer
de prostata, a imagem PET/CT com PSMA-1007-"8F se apresenta como uma
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ferramenta tdo boa quanto as demais. Um estudo conduzido por KESCH et al.
(2017b) comparou a eficiéncia do radiotragcador em relacdo a ressonancia
magnética multiparamétrica (RMM), que combina as técnicas de difuséo e
perfusao tornando-a mais sensivel e especifica para localizar e detectar lesodes.
Tendo como alvo dez pacientes com CP de alto risco, o PSMA-1007-'8F
mostrou alta sensibilidade (71 % do total), especificidade (81 % do total) e
precisao (75 % do total), tendo resultados superiores ao RMM nas analises por
lesdes, com menos falsos negativos e menos falsos positivos. O PET/CT com
PSMA-1007-"®F se apresenta como uma étima ferramenta para deteccéo e

formacgao de imagens de CP, podendo ser usado em conjunto com a RMM.

MALASPINA et al. (2021) compararam prospectivamente PET/CT com
PSMA-1007-"8F, ressonancia magnética de corpo inteiro usando imagem
ponderada em difusdo e CT no estadiamento primario de homens com CP de
risco intermediario e alto. Setenta e nove pacientes foram submetidos aos trés
métodos de diagnostico dentro de um periodo de duas semanas. Para a
validac&o das lesdes, foram utilizados espécimes histopatolégicos e dados de
acompanhamento clinico. Em trinta e um pacientes (39 %) portadores de
metastase em linfonodos pélvicos, apenas o PSMA-1007-"8F por PET/CT foi
capaz de detectar linfonodos metastaticos em 8/31 (26 %) pacientes, enquanto
as outras duas modalidades de imagem foram relatadas como negativas. De
todas as lesdes metastaticas detectadas pelo PSMA 1007-"8F, 126/170 (74 %)
eram menores que o valor de corte anatébmico de 8 mm, dos quais 90
linfonodos tinham o didmetro entre 5 e 8 mm e 36 eram menores que 5 mm.
Com isso, em comparagdo com as outras duas modalidades de imagem, o
PET/CT com PSMA-1007-"8F demonstrou sensibilidade e precis&o superiores e
taxa de detecgao maior, sendo concordante com a histopatologia em 14/17 (82
%) pacientes, enquanto que os numeros correspondentes para RM e CT foram
12/17 (71 %) e 11/17 (65 %), respectivamente.
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4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O trabalho se iniciou com o estudo da sintese do radiofarmaco PSMA-
1007-"8F por meio de teste feitos sem a presenca de produto radioativo, para a
avaliacdo da metodologia, médulo e programacéao utilizada. Posteriormente, as
sinteses com material radioativo foram realizadas a fim de determinar o
rendimento para diferentes atividades de fluor-18 empregadas. O procedimento
seguiu as descrigdes fornecidas pelo fabricante e a literatura correspondente
foi consultada garantindo sua eficiéncia. Nenhuma modificagao foi necessaria

na programacgao usada, mantendo o arquivo original.

As sinteses do radiofarmaco PSMA-1007-'®F foram realizadas com
atividade alta, sendo necessario seu fracionamento em amostras com
atividades menores para sua manipulacdo em bancada, além de simular o

processo rotineiro de fracionamento do produto em doses comerciais.

O processo seguiu com a divisdo das amostras para o controle de
qualidade e para os ensaios planejados. As metodologias usadas para a
determinacdo da pureza radioquimica foram retiradas da literatura e da
monografia do PSMA-1007-"8F da Farmacopeia Europeia 102 edigdo, incluindo
os testes de pureza quimica, pureza radioquimica, pH, pureza e identidade
radionuclidica, aparéncia do produto, esterilidade e endotoxinas bacterianas.
Além dos testes descritos, realizou-se estudo de estabilidade do radiofarmaco
para determinar o prazo de validade e a determinacdo do coeficiente de

particao para avaliar a lipofilicidade do radiofarmaco.

Com base nos dados extraidos do ensaio de pureza radioquimica, foi
elaborado e executado o protocolo de validacdo da metodologia analitica
aplicada na determinagdo da pureza radioquimica do PSMA-1007-"®F por
cromatografia em camada delgada, afim de demonstrar sua adequabilidade as

condi¢des de analise empregadas.

O trabalho contemplou os ensaios pré-clinicos in vivo e in vitro. Os
ensaios in vitro foram realizados com base na literatura, e o ensaio de
internalizacdo e de competicdo foram executados em colaboracdo com o

Centro de Biotecnologia do IPEN/CNEN-SP, por meio do cultivo celular do
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modelo tumoral LNCaP. Os ensaios in vivo foram feitos em duas etapas: a
primeira com animais BALB/c sadios com o objetivo de estudar a
biodistribuicdo do PSMA-1007-'®F e sua farmacocinética; a segunda com
animais SCID com modelo tumoral LNCaP, além de realizar um estudo de
competicao in vivo com o agente competidor PSMA |1&T e de imagens em micro
PET/CT para ilustrar o comportamento biolégico e especificidade do

radiofarmaco.

Foi elaborado um ensaio para estudar a robustez do método de
determinacao do tetrabutilamdnio (TBA) no produto final, usando como base os
parametros disponiveis na literatura do préprio PSMA-1007-"8F, capitulo geral
sobre TBA em preparagdes radiofarmacéuticas e em monografias que utilizam

o TBA em sua formulagéo.

Na figura 11 esta ilustrado o esquema do delineamento experimental do
trabalho, e na figura 12 o0 esquema dos ensaios realizados.
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Figura 11 - Esquema do delineamento experimental do presente trabalho

Produgéo do 8F

|

Sintese em médulo

Fracionamento

|

Ensaios Controle de Qualidade
experimentais
Validagdo da PurLza I J i 1
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Metodologia Analitica radioquimica visual
[ [ |
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radionuclidica radionuclidica SRRy q
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Esterilidade

Repetibilidade TBA
e Precisdo Endotoxinas
Precisao

intermediaria
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Robustez

Intervalo

Fonte: Autor

Figura 12 - Esquema dos estudos quimicos e bioldgicos realizados no presente

trabalho
Ensaios
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Aplicados Pre-clinicos
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[ |
Estabilidade Coeficientedo Log P
In vivo In vitro
C/ modelo S/ modelo
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Internalizagao
Competicdo Biodistribuicdo Biodistribuigdo Competigdo
PET/TC — Farmacocinética

Fonte: Autor
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5 MATERIAIS
5.1 Infraestrutura

Este trabalho foi executado nos laboratérios de Pesquisa e
Desenvolvimento e laboratérios de Controle de Qualidade na instalacédo de
radiofarmacia e na instalacdo de aceleradores ciclotron do Centro de
Radiofarmacia; nos laboratérios de Cultivo Celular e Biotério do Centro de
Biotecnologia. Todas essas dependéncias se encontram no Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN/CNEN-SP), e todas oferecem
infraestrutura adequada para a produg¢ao, manipulacao e descarte de materiais
radioativos, bem como solugbes quimicas, células e animais para os

experimentos.

5.2 Reagentes e Solugoes

e Kit de marcacdo do PSMA-1007-"8F para sintese automatizada com os
seguintes componentes:

o Agulha Sterican ® Safety 0,60 x 60 mm, 23G x 2 3" (B.Braun,
Alemanha);

o Agulhas Sterican ® Safety 0,90 x 70 mm, 20G x 2 34" (B.Braun,
Alemanha);

o Bolsa de 100 mL + 10% de agua para injetaveis (ABX,
Alemanha);

o Cassete para marcagao (ABX, Alemanha);

o Cartucho de coluna catidnico PS-H" (Merck, Alemanha);

o Cartucho de coluna orgénica C18ec (Merck, Alemanha);

o Cartucho pré-condicionado Sep-PAK ® QMA com COs;* como
contra-ions (ABX, Alemanha);

o Filtro respiradouro hidrofobico Millex-25 0,2 uym com agulha
(Merck, Alemanha);

o Filtro Cathivex-GV 0,22 ym (Merck, Alemanha);

o Frasco ambar com 2,2 mL + 0,1 mL de Dimetilsulféxido (ABX,

Alemanha);
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o Frasco ambar com 400 mg + 20 mg de ascorbato de sédio (ABX,
Alemanha);
o Frasco com 85 mL + 0,3 mL de solugdo etanol 30% (ABX,
Alemanha);
o Frasco com 8,0 mL + 0,2 mL de etanol (ABX, Alemanha);
o Frasco com 15 mL + 0,5 mL de solugdo tampéao fosfato salina
(ABX, Alemanha);
o Frasco com 5,7 mL + 0,2 mL de etanol para bolsa de agua (ABX,
Alemanha);
o Frasco com 1,6 mg + 0,1 mg de precursor PSMA-1007 (ABX,
Alemanha);
o Frasco com 750 pL £ 20 pL de solugdo de hidréoxido de
tetrabutilaménio estabilizada com etanol (ABX, Alemanha);
o Seringas BD Plastipak de 3 mL (Becton, Dickinson and Company
- BD, EUA)
o Seringas BD Plastipak de 30 mL (Becton, Dickinson and
Company - BD, EUA)
o Seringa Injekt Luer de 10 mL (B.Braun, Alemanha);
Acido fosférico (HsPO4) (Merck, Alemanha);
Acetonitrila (Merck, Alemanha);
Agua enriquecida em "0 (Rotem, Israel);
Agua purificada (purificador Milli-XR, EUA);
Agua para injetaveis (API) (Europharma, Brasil);
Alcool etilico para limpeza (Merck, Alemanha);
Amodnia 25% (NHs) (Merck, Alemanha);
Ascorbato de sodio (Sigma Aldrich, EUA);
Cristais de iodo (Merck, Alemanha);
Dimetilsulféxido (C,HsOS) (Sigma Aldrich, EUA);
Etanol (CoHsOH) (Merck, Alemanha);
Fosfato de sédio dibasico (HNa; P O4) (Merck, Alemanha);
Fosfato de potassio monobasico (KH,PO,4) (Sigma Aldrich, EUA);

Fosfato de sédio monobasico (NaH,PO4) (Merck, Alemanha);
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e Hidroxido de tetrabutilamonio 30-hidratado ((C1sH37NO - 30H,0)) (Merck,
Alemanha);

e |soflurano — anestésico (Cristalia, Brasil);

¢ Kit de reagente LAL para determinagédo de endotoxinas bacterianas (The
Charles River Endosafe, EUA);

e Meio de cultura RPMI 1640 (Glibco, EUA)

e Metanol (CH3;0H) (Merck, Alemanha);

e N-octanol (CgH,50) (Merck, Alemanha);

e Padrao de PSMA-1007-F (ABX, Alemanha);

e Solugao de cloreto de soédio (NaCl 0,9%) (Merck, Alemanha);

e Soro fetal bovino (Cultilab, Brasil)

e Tripsina EDTA 0,25% (Cultilab, Brasil)

5.3 Equipamentos, Materiais e Sistemas

e Agitador de microtubos Vortex (Biomixer, China);

e Agitador magnético com aquecimento 725A (Fisatom, EUA);

e Balanga analitica (Mettler Toledo, USA);

e Cabine de fluxo laminar para cultivo de células Classe 2 (Scanlaf, EUA);

e Calibrador de dose CRMTM-35R (Capintec, USA);

e Células blindadas para mdédulos de sintese e processamento de
radiofarmacos (Comecer, Italia)

e Ciclotron de 18 MeV Cyclone 18/9 do tipo isocrono com 8 saidas de
feixe (lon Beam Applications, IBA. Bélgica);

e Coluna de fase reversa C18 para CLAE — 250 mm x 4,6 mm, 5 ym
Symmetry ® (Waters, EUA);

e Contador automatico tipo pogo com cristal Nal (TI) — D5002 Cobra Il
(Perkin Elmer, USA);

e Cromatografo gasoso modelo GC-17A, sistema de injetor automatico de
amostras AOC-20i. Acoplado na unidade encontra-se o0 modulo de
detecgdo CBM-102 (Shimadzu, Jap&o);

e Cromatografo liquido de alta eficiéncia, modelo Prominence, composto
pelo sistema modulado constituido pela unidade de injetor automatico de
amostras SIL-AC20 HT, bomba LC-20AT, desgaseificador DGU-20 SR,
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detector UV/Vis SPD-20A e mdodulo comunicador CBM-20A (Shimadzu,
Japao). Acoplado a esta unidade, encontra-se o detector de radiagao
gama — Flow-RAM Radio HPLC Detector (Lablogic, Inglaterra);

Cubas de vidro para cromatografia de camada delgada (Perlab, Brasil);
Detector de germéanio hiperpuro (HPGe) modelo GX1518, acoplado a um
sistema de aquisicdo multicanal (Canberra, EUA). Dados sao tratados
pelo software GENIE-PC (Mirion Technologies, EUA);

Estufa de CO; (Binder, EUA);

Frascos para cultivo de célula (Costar, EUA);

GraphPad Prism 8.0.2® (GraphPad 8.0.2®, GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA, EUA);

LabSolutions GC analysis — software para o controle do sistema de CG
(Shimadzu, Japéao)

Laura 4.0 — software para controle do sistema de CLAE (Lablogic,
Inglaterra);

Materiais plasticos descartaveis em geral, tais como ponteiras, seringas,
microtubos cbénicos com tampa para reacdo, tubos capilares e tubos
conicos;

MicroPET/SPECT/CT focus 220 (Siemens AG, Munique, Alemanha)
Placa para CCD com base de aluminio e matrix de silica gel 60 20 cm x
20 cm (Merck, Alemanha);

Placa para CCD com base de aluminio e matriz de silica gel 60 20 cm x
20 cm (Shijiazhuang Lemandou Chemicals Co, China);

Placas para cultivo de células aderentes com seis pogos (Jet Biofil,
China)

PMOD v3.3 — software para o controle de aquisicdo de imagens do
MicroPET/SPECT/CT (PMOD Technologies LLC, Zurique, Suiga)
Radiocromatdégrafo  Scan-RAM  Radio-TLC  Detector  (Lablogic,
Inglaterra);

Seringa de insulina com agulha de 12,7 mm x 0,33 mm (Becton,
Dickinson and Company - BD, EUA);

Sintetizador TracerLab MX (GE, USA);

Tiras indicadoras de pH (Merck, Alemanha);
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e Vidrarias em geral, tais como béqueres, erlenmeyers, balbes

volumétricos e provetas.

5.4 Animais

Os animais utilizados para os ensaios in vivo foram camundongos
machos da linhagem BALB/c e SCID, para os ensaios sem e com modelo
tumoral, respectivamente, com idade entre 12 e 22 semanas de vida fornecidos
pelo Biotério do IPEN/CNEN-SP.

O uso de animais, assim como os experimentos realizados neste
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do IPEN/CNEN-SP
(projeto n° 238/19), realizados de acordo com as normas e orientagdes
estabelecidas pela Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de
Laboratdrio (SBCAL).

5.5 Cultivo de Linhagem Celular Humana de Tumor de Préstata Derivada
da Metastase Linfonodal - LNCaP

As células de cancer de prostata humano androgénio-dependentes
LNCaP foram cultivadas no laboratério do centro de Biotecnologia, sob

orienta¢des da Dra Maria Helena Bellini.
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6 METODOS

As atividades descritas a seguir foram realizadas com base na literatura
disponivel, nas especificacbes e orientagdes fornecidas pelos fornecedores e
nos métodos adotados pela instituicido e os critérios de avaliagdo e de

aceitacdo se encontram em seus respectivos topicos.
6.1 Producdo do PSMA-1007-"8F

Neste item sdo abordados os conceitos e métodos aplicados na producéo
automatizada do radiofarmaco PSMA-1007-"8F.

6.1.1 Producgao do fluor-18

O radioisétopo fluor-18 foi produzido por irradiagdo de agua enriquecida
em oxigénio-18 (98 %, Rotem Industries Ltd., Israel) em ciclotron de 18 MeV

(lon Beam Applications - IBA, Bélgica) de acordo com a reagao nuclear abaixo:
%0 (p, n) "°F ou ®O+p—-T"F+n

As irradiagdes foram realizadas na instalacdo de aceleradores ciclotrons,
do IPEN, com feixe de protons de 18 MeV em um ciclotron de ions positivos.
Todas as irradiagdes foram realizadas da mesma forma, utilizando um alvo de
Nidbio. A corrente alvo do ciclotron foi de 5,5 yA, empregando-se cerca de 2,7
mL de agua enriquecida em oxigénio-18. O tempo médio de bombardeio para

todas as sinteses foi de 90 + 30 minutos.
6.1.2 Montagem do médulo de sintese do PSMA-1007-"8F

A producdo do PSMA-1007-"8F ocorreu em médulo automatizado, por
meio de reacgao de fluoracéo, purificagao e envase do lote, sem a necessidade
de manipulacdo do produto. Para tanto, utilizou-se o moddulo de sintese
TRACERLAB™ MX (GE, USA) multipropdsito. O equipamento foi instalado em
uma célula blindada especifica para a producdo de radiofarmacos, operado

através de um computador remoto por meio de um software.
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Para a sintese do PSMA-1007-"®F foi necessaria a utilizacdo de uma
programacao especifica para o radiofarmaco fornecida pelo fabricante do kit
(ABX, Alemanha). Assim, em conjunto com os reagentes, cartuchos e solugdes
fornecidas pela ABX, completam o kit de marcacao do produto. A tabela 2 lista
os componentes integrantes do kit comercial, enquanto que a figura 13 ilustra

como os elementos que ficam dispostos no médulo no momento da sintese.

Figura 13 - Esquema de montagem do kit de marcacgdo do PSMA-1007-"8F

Fonte: ABX, 2019 (tradugao livre)
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Tabela 2 - ltens que compdem o kit de marcacido para a sintese do PSMA-

1007-"8F e suas respectivas funcdes

Item Temperatura

Componentes

Funcgao

Temperatura
ambiente
(=30°C)

Freezer
(-18 °C)

Cassete

Geladeira
(2e5°C)

Reagentes

Temperatura
ambiente
(=30°C)

Régua contendo o frasco
reator, valvulas, agulhas
de plastico e tubos
conectores
1,6 mg Precursor PSMA-
1007

Coluna anidnica QMA

750 pL de solugao de
TBA-OH
(0,075 M)

8,0 mL de etanol

2 seringas de 30 mL
2 mL de DMSO

Bolsa de 100 mL de agua
para injetaveis

5,5 mL de etanol para
agua
8,5 mL de etanol 30%
15 mL de tampéao fosfato-
salina
400 mg de ascorbato de
sodio
Filtro hidrofébico Millex-25
0,2 um
Filtro Cathivex-GV 0,22
um

Coluna organica C18

Coluna catiénica PS-H*

Componente que permite
a formulagao do
radiofarmaco no moédulo

Molécula base que da
origem ao PSMA-1007-"8F
Retencao do fluor-18
vindo do ciclotron

Eluente do fltior-18 da
coluna QMA

Condicionamento das
colunas de purificagédo

Diluicdo do precursor
Lavagem do cassete e
diluicdo do produto
radiomarcado
Limpeza de impurezas
quimicas e radioquimicas
Eluicdo do produto
Solugado de envase do
produto
Estabilidade do produto
final
Filtragem do ar no frasco
de envase
Filtragem dos liquidos no
frasco de envase
Purificacao e retencao do
produto radiomarcado
Purificagcao do produto
radiomarcado

Fonte: Autor

O processo se inicia com o preparo dos reagentes. De acordo com as

orientagdes providas pelo fornecedor, trés preparacdes preliminares foram

realizadas:

12: Diluicdo do precursor (1,6 mg) em 2 mL de dimetilsulféxido (DMSO)

22: Diluicao de 5,5 mL de etanol na bolsa de agua
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3?2: Diluicdo do ascorbato de sédio (400 mg) em 3 mL de solugao tampéo
fosfato-salino (PBS); A seringa com a solugéo é colocada na posigéo indicada

no cassete.

Apds o preparo dos reagentes iniciou-se a montagem do cassete. O
cassete é a pega que liga todos os componentes ao mdodulo de sintese. Nele
os frascos, seringas, cartuchos de filtrag&o e colunas séo encaixados e entdo o
cassete € posicionado no modulo. As valvulas presentes na parte de tras do
cassete sdo encaixadas no equipamento e através do software, sdo abertas ou
fechadas para a transferéncia de reagentes e solugdes para os devidos frascos
durante a sintese. A figura 14 representa o médulo apés a montagem do kit

para a marcacao.

Figura 14 - Modulo de sintese TRACERLab MX com o cassete e o conjunto de
reagentes do PSMA-1007-"8F

Fonte: Autor

Apds a montagem do modulo, iniciou-se uma série de testes para avaliar
pontos criticos do funcionamento do modulo, como vacuo, fluxo de nitrogénio e

conexoes, antes de iniciar a sintese.

6.1.3 Radiosintese do PSMA-1007-"3F
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A sintese do radiofarmaco PSMA-1007-"°F se d& basicamente através
da reacdo de substituigdo nucleofilica Sy2 entre o ion fluoreto (nucledfilo) e o
grupo abandonador presente na molécula do precursor. Para tanto, a sintese
se iniciou com a chegada da agua enriquecida irradiada no modulo, ficando
dentro do funil acima do cartucho de QMA. Cerca de 2,7 mL de H,O(®0)
passaram pela coluna QMA retendo o [18F]F', enquanto a agua flui para o
frasco de recuperacgao. O fluor-18 foi entdo eluido da coluna com 750 pL de
TBA-OH 0,075 M, localizado no compartimento logo acima do funil (figura 14),
sendo enviado para o frasco de reacdo, chamado de reator, usando vacuo. No
reator, o TBA com [18F]F' passou por um processo de secagem usando um

fluxo de nitrogénio a 105 °C.

Feito isso, foi adicionado ao reator 1,6 mg do precursor do PSMA-1007
diluido em 2 mL de DMSO. O DMSO é um solvente aprotico polar que permite
que a reacao Sn2 do fluor aconteca, prevenindo a solvatacao e influenciando o
ataque do nucledfilo e a saida do grupo abandonador presente no precursor.
Além de aumentar sua velocidade de reagao (SOLOMONS; FRYHLE, 2012).

A figura 15 ilustra a reacdo de marcagao do precursor pelo fluor-18.

Figura 15 - Reacao de substituicdo Sy2 do fluor-18, dando origem ao PSMA-
1007-"8F

rGrupo abandonador

n  CF,CO,
CH,

Precursor do PSMA-1007 PSMA.1007-"F

Fonte: Autor

A reacdo de marcacgao ocorreu durante 10 minutos sob temperatura de
105 °C. Completada a reagéo, o produto ja marcado foi diluido com 4 mL de
etanol 5,5% e transferido para os cartuchos de purificagdo pré-condicionados
com etanol. O produto ficou retido na coluna C18 e iniciou-se o processo de

purificacdo com 30 mL de etanol 5,5% para retirar impurezas quimicas e
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radioquimicas. Por fim, o PSMA-1007-"®F foi eluido da coluna com 4 mL de
etanol 30%, sendo levado para o frasco final que se localiza em outra cela
blindada, facilitando a retirada do frasco. Antes de ser envasado, o produto foi
esterilizado por uma membrana filtrante tipo de poro 0,22 um tipo cathivex.
Foram transferidos para o frasco final 3 mL de tampao fosfato-salino contendo
o ascorbato de sédio, seguido dos 12 mL restantes do tampéao, completando o
volume final do produto de aproximadamente 19 mL. A presenga do ascorbato
de soédio confere estabilidade ao produto final, ndo interferindo em suas

carateristicas quimicas.

O tempo total de sintese foi de 43 minutos, incluindo todo o processo de
purificacdo e de transferéncia. Um alerta apareceu na tela do computador,
indicando o final da sintese e a liberagdo do produto no frasco final. Assim, a
atividade do frasco final foi medida por meio de um calibrado de doses
(Comerce, ltalia) localizado no interior da cela de envase. Essa atividade final
pratica foi utilizada para o calculo de rendimento de sintese, item importante a
ser analisado para verificar a eficiéncia da produgéo.

Na figura 16 esta esquematizado todo o processo de producédo do
PSMA-1007-"8F descrito em um fluxograma.
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Figura 16 - Fluxograma do processo de sintese automatizada do PSMA-1007-
18
F

Médulo de Sintese TRACERLab MX

Agua enriquecida contendo [18F]F-

[*8F]F retidonoQMA | ————— H,0(*¥0)

0,750 mL de TBA-OH

Eluicdo do 8F para o frasco reator

Secagem do eluente

1,6 mg do precursor em 2 mL de DMSO

Radiomarca¢do do PSMA-1007

4 mL de etanol 5,5% |

Transferénciado PSMA-1007-18F para os
cartuchos de purificacdo pré-condicionados
com etanol

|
Eluicdo de impurezas quimicas e radioquimicas
das colunas com 30 mL de etanol 5,5%

4 mL de etanol 30%

Eluigdo do PSMA-1007-8F
\

3 mLde PBS + 400 mg de ascorbato de sédio

12 mL de PBS

PSMA-1007-18F finalizado no frasco final

Fonte: Autor
6.1.4 Determinagio do rendimento de sintese do PSMA-1007-"8F

De acordo com a literatura, o rendimento de sintese esperado para o
PSMA-1007-"®F por meio do médulo TRACERLab MX é em torno de 43,3 -
52,8 % (CARDINALE et al., 2017a).

O calculo realizado para a determinacédo do rendimento tem como base

o tempo de sintese, a atividade de entrada no médulo e a atividade final do
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frasco de envase, medida imediatamente ao final da sintese. A porcentagem de

rendimento foi calculada de acordo com as féormulas (1) e (2) abaixo:

t
Aft = Ao x "2 (1)

Rendimento (%) = (‘:L}f;) x 100 (2)

Onde:

Aft= Atividade final tedrica

Afp= Atividade final pratica, ou seja, a atividade medida no frasco final
Ao= Atividade de entrada do modulo

t= tempo de sintese (43 minutos)

T4/2= tempo de meia vida do fluor-18 (109,7 minutos)

As atividades na coluna de QMA e no frasco reator sdo apresentadas
pelo software em tempo real, medidas pelo proprio modulo. Sendo assim, a
atividade dada na coluna QMA foi considerada a atividade de entrada para o

calculo de rendimento.
6.2 Controle de Qualidade do Radiofarmaco PSMA-1007-'3F

As metodologias analiticas para o controle de qualidade do radiofarmaco
PSMA-1007-"®F foram baseadas na literatura e comparadas com os métodos
encontrados na monografia oficial do radiofarmaco da Farmacopeia Europeia
10°°. Os ensaios aqui descritos foram avaliados com o objetivo de estabelecer
os melhores métodos para avaliagcdo da qualidade do produto, considerando

uma rotina de producgao do radiofarmaco no IPEN/CNEN-SP.
6.2.1 Identidade Radionuclidica

E possivel identificar o radionuclideo em uma amostra calculando seu
tempo de meia vida fisico, por meio de contagens de sua atividade em
intervalos de tempo. Através do calculo de regressao linear, € possivel predizer

se os valores encontrados se comportam com velocidade cinética de primeira
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ordem, confirmado pelo coeficiente de determinacéo (). O coeficiente angular
da reta encontrada € denominado como constante de decaimento, usada para
estabelecer o tempo de meia-vida fisico do radioisétopo (ATKINS; JONES;
LAVERMAN, 2018).

O caélculo para a determinacdo do T4, do radionuclideo é realizado

através da formula (3) abaixo, onde k € a constante de decaimento.

T1/2 =22 (3)

Desta forma, para identificar o F-18 no produto, uma amostra de PSMA-

1007-"®F foi analisada no calibrador de doses CRMTM-35R (Capintec, EUA) a

cada 10 minutos em um periodo de 30 minutos. A atividade foi plotada em um

grafico usando o software GraphPad Prism 8.0.2® (GraphPad Software, Inc.,
EUA) para a determinagao da equacgao da reta, seus coeficientes e o r2

O tempo de meia-vida deve estar entre 105 minutos e 115 minutos. Este
critério de aceitagcéo é igual para todos os radiofarmacos marcados com fluor-
18, visto que se trata do radionuclideo, ndo do produto (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2021c; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019; USP, 2018).

6.2.2 Pureza radionuclidica (PRn)

A pureza radionuclidica do PSMA-1007-"°F foi realizada através das
energias emitidas pela amostra do produto, identificadas por um detector de
germanio ultra-puro (Canberra, EUA). O ensaio foi realizado a partir de uma
amostra de 370 kBqg (10 uCi) do produto, sendo que o frasco contendo a
amostra foi posicionado na prateleira mais distante do detector. A aquisicéo
das diferentes emissées gama emitidas pela amostra foi feita no tempo de 10
minutos e os resultados obtidos foram interpretados como areas sob a curva
(AUC). Por meio das contagens das diferentes energias, foi possivel determinar
a porcentagem de pureza do fluor-18 através da equacéo (4):

Y atividade do fluior—18
Y atividade do flior—18+ Y atividade de contaminantes

%PRn =

(4)
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A atividade de contaminantes descrita na equacgao (4) séo energias que
estdo acima de 100 keV, diferente daquelas esperadas para o fluor-18. Abaixo
dessa energia ndao foram consideradas por serem consideradas raios-X.

O critério de aceitacdo para este ensaio consiste de, no minimo, 99,9%
do total da radioatividade presente, correspondente ao flior-18 com fétons de
energia de 511 keV ou 1022 keV (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021c).

6.2.3 Identidade do produto PSMA-1007-"8F

Dois métodos estdo disponiveis para a identificacdo do PSMA-1007-"8F
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Ambos estdo descritos a

seqguir:

Pela literatura, a identidade do produto foi feita a partir do padréo nao
radioativo PSMA-1007-F (ABX, Alemanha). A andlise se fez a partir da
comparacgao entre o pico radioativo da amostra de PSMA-1007-"8F e o pico do
PSMA-1007-F no UV-VIS, nos comprimentos de onda de 220 nm e 280 nm,
sendo que o pico de interesse ndo deve variar £ 0,5 minutos de diferenga do
pico referéncia (SHAMNI et al., 2019).

Pela monografia do PSMA-1007-"8F, a identificacdo do produto se da
pela comparagao entre o tempo de retencdo do pico principal do
radiocromatograma obtido com a amostra teste (PSMA-1007-"8F) e o tempo de
retencdo do pico principal do cromatograma (UV, 225 nm) obtido com o padréo
frio, sendo que ambos devem ser similares (EUROPEAN PHARMACOPOEIA,
2021c).

Assim, tanto o método da literatura quanto o farmacopeico foram
realizados, empregando os dois sistemas de identificagdo descritos no ensaio
de pureza radioquimica. Para tanto, foi preparado o padréo de referéncia com 1
mg do padrdo PSMA-1007-F em 0,5 mL de DMSO (0,5 mg/mL). A solugéo foi
analisada por CLAE nas mesmas condi¢des descritas no item 6.2.4.3, obtendo-

se um pico com um tempo de retengao caracteristico.

6.2.4 Pureza radioquimica (PR)
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A Pureza Radioquimica (PR) é definida como a fragdo da radioatividade
total na forma quimica desejada no radiofarmaco, neste caso, a forma PSMA-
1007-"8F. As impurezas radioquimicas surgem da decomposi¢cdo do produto
devido a acdo do solvente, mudanga na temperatura ou pH, luz, presenca de
agentes oxidantes ou redutores, reagdo incompleta e radidlise. A
decomposicdo por radiolise depende da atividade especifica do material
radioativo, do tipo e da energia da radiacdo emitida e da meia-vida do
radionuclideo. A absorcdo de radiacbes por moléculas de H,O resulta na
formacao de radicais livres com elétrons desemparelhados, o que, por sua vez,
produz H;O, ou H;0O,:, as quais sdo agentes oxidantes fortes, podendo
degradar as moléculas orgénicas marcadas. Por isso, é de extrema importancia

que este ensaio seja realizado para qualquer radiofarmaco (SAHA, 2010).

As possiveis impurezas que podem ser encontradas, segundo a
monografia do radiofarmaco, sao o [18F]F', determinado a partir do ensaio de
cromatografia de camada delgada (CCD) e outras impurezas radioquimicas,
determinadas pela CLAE. Neste trabalho, foi comparada a eficiéncia de
separagao entre a Cromatografia de Camada Delgada de silica gel (CCD-SG) e
a Cromatografia em Camada Delgada de silica gel instantanea (iCCD-SG) para
a quantificagao do fluoreto livre no produto (EUROPEAN PHARMACOPOEIA,
2021c).

Para o calculo da porcentagem de pureza radioquimica (%PR) do PSMA-1007-
'®F foi utilizada a seguinte formula (5) abaixo:

% PR =(100—B)XT (5)
Onde:

B= Porcentagem da radioatividade da impureza radioativa (fluoreto [18F]F'),
determinada pela CCD-SG

T= Proporcdo da radioatividade do pico referente ao PSMA-1007-"8F em
relacdo ao total da radioatividade eluida no cromatograma de CLAE.
Desconsidere qualquer pico com retencédo relativa em relagdo ao pico de
PSMA-1007-"%F de 0,8 ou menos.
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De acordo com a monografia oficial do produto, o critério de aceitagao
para este ensaio é de %PR = 91% (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021c).

Em contrapartida, o critério de aceitacdo na literatura € de = 95%. Por
ser uma monografia muito recente, a literatura do PSMA-1007-"8F tinha como
base as monografias disponiveis de radiofarmacos marcados com fluor-18,
como o Fluorotimidina-"®F (FLT-'®F) (CARDINALE et al., 20172, EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2021a).

Por esse motivo, este trabalho teve como critério o limite de = 95%,

contemplando ambos os limites.

6.2.3.1 Determinagdo do perfil cromatografico do flioreto-'°F livre por

cromatografia em camada delgada de silica gel (CCD-SG)

O estudo se iniciou com a analise do perfil cromatografico da impureza
radioquimica mais provavel na amostra de PSMA-1007-'8F, o fltior-18 livre.
Para isso, foram realizadas produgdes de NaF-'®F | utilizando amostras de
concentragdo 37 MBg/mL (1mCi/mL) com 2uL de aplicagdo nas fitas de CCD-
SG nos tamanhos de 12,5 cm X 1,5 cm. O sistema cromatografico aplicado
para o NaF-"®F foi o mesmo que foi aplicado para o PSMA-1007-"8F
encontrado na literatura (descrito no item 6.2.3.2), a fim de identificar o fator de
retencao da impureza (CARDINALE et al., 2017a; FESAS et al., 2019).

A partir dos resultados encontrados neste topico, foi realizado o estudo
sobre a pureza radioquimica do radiofarmaco PSMA-1007-'®F, tendo como

base o perfil cromatografico da impureza detectavel por CCD-SG e iCCD-SG.

6.2.3.2 Analise de pureza radioquimica do PSMA-1007-"8F por cromatografia
em camada delgada de silica gel (CCD-SG) e cromatografia instantanea em
camada delgada (iCCD-SG)

A pureza radioquimica do PSMA-1007-"8F foi avaliada por CCD-SG e
por iCCD-SG. A razao da comparagao entre os dois suportes do sistema
cromatografico foi a de avaliagdo de eficiéncia de separagdo e o tempo de
corrida, visto que o tempo gasto para cada analise na rotina de controle de
qualidade é importante para a liberacdo do produto.
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Assim, foram usadas fitas de silica gel com base de aluminio nas
dimensdes 12 cm X 1,5 cm com 10 cm de corrida como fase estacionaria para
CCD-SG (Merck, Alemanha), e fitas de fibra de vidro impregnada com silica gel
nas mesmas dimensdes para iCCD-SG (Merck, Alemanha). As fitas foram
ativadas por meio de aquecimento em estufa a 60 °C seguindo o protocolo do
laboratdrio, e aplicou-se 2 uL do produto PSMA-1007-"8F, com concentragao
37 MBag/mL (1 mCi/mL), no inicio da fita. Apds a secagem da amostra aplicada,
a fita foi posta dentro de uma cuba previamente saturada pela mistura dos
solventes acetonitrila (Merck, Alemanha) e agua purificada, na proporg¢ao 60:40
VIV. como fase mobvel (CARDINALE et al., 2017, EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2021c).

Apos a corrida, as fitas foram secas em estufa e cortadas em 10
segmentos de 1 cm, colocadas em tubos para a contagem da radioatividade
em um contador gama do tipo poc¢o (Cobra II, Packard — Perkin Elmer, EUA). O
calculo para a porcentagem de fluor livre presente nas fitas foi realizado de
acordo com a formula (6) abaixo.

CPM do 1% segmento
> CPM da fita

X 100 (6)

Onde:
CPM= contagens por minuto

Visto que a impureza ndo corre pela fita, foi considerada somente a
contagem no primeiro segmento. Em ambos os sistemas foram realizadas

corridas em triplicata para cada lote do radiofarmaco produzido.

6.2.3.3 Analise de pureza radioquimica do PSMA-1007-'°F por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Foi utilizado o cromatdgrafo modelo Prominence, com injetor automatico
SIL-AC20 HT, bomba LC-20AT, desgaseificador DGU-20 SR, detector UV/Vis
SPD-20A e modulo comunicador CBM-20A (Shimadzu, Japdo) para a
quantificacdo da pureza radioquimica do produto PSMA-1007-'F. Para a
deteccgdo da radioatividade, foi usado o detector de radiagdo gama — Flow-RAM

Radio HPLC Detector (Lablogic, Inglaterra), acoplado a unidade de detector
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UV/VIS. A coluna usada para estes ensaios foi a de fase reversa C18 4,6 mm x
250 mm, 5ym da Symmetry (Waters, EUA) (CARDINALE et al., 2017a).

Utilizou-se gradiente descrito na literatura, empregando como fase movel a
mistura de acetonitrila (Merck, Alemanha) como solvente A e 0,1% de acido
trifluoroacético (Merck, Alemanha) como solvente B. Iniciou-se o ensaio com o
condicionamento da coluna com 20 % do solvente A por 30 minutos com fluxo
de 1 mL/min, com a injecdo de 50 pL da amostra do produto PSMA-1007-"8F,
com concentragdo 37 MBg/mL (1 mCi/mL) na coluna a 26 °C. A analise contou
com o seguinte gradiente (CARDINALE et al., 2017a):

e 20% do solvente A entre 0-0,3 min;

e 30% de A entre 0,3-2 min

e Manter a condigcao por 15 min;

e Aumento do solvente A para 95% nos 6 minutos seguintes;
e Manter a condi¢ao por 2 min;

e Diminuicao do solvente A para 20% de A em 1 min;

e Término da corrida em 20% de A por 9 minutos para limpeza da coluna.
Tempo total de corrida: 35 minutos.

De acordo com a monografia oficial do PSMA-1007-"8F publicada em julho
de 2021, esse ensaio conta com as seguintes condicbes (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2021c):

e Coluna de fase reversa C18 (2,7 ym)

e Tamanho: L=0,15 m, @= 4,6 mm

e Fluxo: 1,3 mL/min

e Volume de injecdo: 20 uL

e Temperatura da coluna: 30 °C

e Fase movel:

o Solvente A: Em 1 L de 3,12 g/L de solugdo de fosfato

monossaodico, adicionar 10,0 mL de uma solugéo 90 g/L de acido
fosfdrico, ajustando o pH para 2,5 £ 0,1 com acido fosfdrico.

o Solvente B: Acetonitrila para cromatografia
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e Gradiente: inicio com 77% do solvente A por 2 minutos, seguido da
diminuicdo da porcentagem do solvente A para 70% dentro de 12
minutos. Dos 14 minutos até aos 17 minutos de corrida conta com a
diminuicdo do solvente A de 70% para 40%, finalizando a corrida sob o
mesmo fluxo e porcentagem de solvente A por mais 4 minutos,

completando a corrida com tempo total de 21 minutos.

Para fins de comparacéo, foi feita uma corrida nas mesmas condi¢gdes
acima descritas, mudando somente o didmetro da particula da coluna, a fim de
avaliar a capacidade de separacao do método. Nao foi feita a identificacdo das

impurezas, mas todas foram consideradas para o calculo da %PR.
6.2.5 Pureza quimica (PQ)

Os ensaios para a determinagao da pureza quimica do produto PSMA-
1007-"8F estdo descritos nos proximos itens, consistindo na quantificacido dos
solventes no produto final e o estudo sobre a metodologia na determinacgao

semi-quantitativa do tetrabutilaménio.

6.2.5.1 Solventes residuais

Os solventes usados na sintese que nao foram removidos pelo processo
de purificacédo e permanecem no produto final sdo denominados solventes
residuais ou produtos quimicos organicos volateis. Esses solventes podem
impactar no rendimento e nos niveis de pureza do produto radiofarmacéutico, e
seus niveis devem ser controlados para garantir que o material atenda aos

critérios de aceitacdo da especificacéo e limites toxicologicos (REID, 2020).

Sendo assim, os potenciais solventes residuais do produto PSMA-1007-
'®F sa0 etanol (EtOH) e dimetilsulféxido (DMSO), empregados no processo de
sintese e purificacdo. Para a quantificacdo desses solventes foi utilizado o
cromatégrafo a gas (GC-17A — Shimadzu, Jap&o), do laborat6rio de controle de
qualidade do Centro de Radiofrmacia. Os pardmetros usados estao descritos a

sequir.

e Sistema SPLIT
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e Coluna 0,25 mm x 30 m, 0,5 u de F.E.
e Gas de arraste: hélio

e Fluxo: 20 mL/min

e Volume injetado: 1 pyL

e Rampa de temperatura: inicial de 75 °C, mantendo por 2 minutos; aumento

da temperatura até 250 °C durante 3 minutos, mantendo até o final da corrida.
e Duracéo da corrida: 7,13 minutos

A corrida ocorreu em triplicata, com os picos do etanol e DMSO ja pré-
definidos pelos métodos na biblioteca do software como 2,34 minutos e 6,59
minutos respectivamente. A amostra foi diluida 20 vezes com agua purifica, em
um volume final de 1 mL. Os resultados sdo dados em partes por milhdo (ppm),
sendo o critério de aceitagdo descrito tanto na literatura quanto na
Farmacopeia Europeia de 10% V/V (100.000 ppm) e o maximo de 2,5 g/dose
(densidade: 0,790 g/mL) para o etanol. Para o DMSO, considerado como
solvente de baixa toxicidade de classe 3 pela Farmacopéia Europeia, 0 maximo
permitido € de 5.000 ppm ou 0,5% (CARDINALE et al., 2017%; EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2021d).

6.2.5.2 Determinagao do Tetrabutilaménio — TBA

O TBA é usado nas preparagdes radiofarmacéuticas atuando como
catalisador de fase. Ambos permitem a fluorinacédo nucleofilica do produto livre
de carregador ou n.c.a (do inglés no-carrier-added), o que € essencial para
uma boa marcagdo. A identificacdo e quantificagdo desses elementos no
produto final devem ser realizadas antes de ser liberado para o uso
(FUKUMORI; BARBOZA, 2011).

O kryptofix € um aminopoliéter que, assim como o TBA, deve ser
retirado antes do envase do produto final. Para isso, no processo de sintese
ocorre a filtracdo do produto marcado pelo cartucho de resina catiénica PS-H",
que retira essas possiveis impurezas. Para garantir a qualidade do produto, a

Farmacopeia Europeia indica para os radiofarmacos marcados com fluor-18
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FLT-'"®F e PSMA-1007-"8F que a determinacdo do TBA seja feita por CLAE e
por CCD, respectivamente, enquanto que para o aminopolieter é indicado
SPOT TEST (KUNTZSCH et al, 2014; EUROPEAN PHARMACOPOEIA,
2021e).

Para a determinacdo do TBA no produto PSMA-1007-"8F, foi verificada a
literatura disponivel e monografias da Farmacopeia Europeia. Visando a
otimizagdo da metodologia, unificando fatores divergentes como concentragéo
do padrao e solvente aplicado, foi realizado um estudo comparando pontos

essenciais para melhor identificagdo do TBA no PSMA-1007-"8F.

6.2.5.2.1 Determinagao dos fatores de estudo

Apesar dos elementos kryptofix e TBA ndo serem da mesma familia de
éter coroa, ou seja, compostos ciclicos formados por um anel com varios
grupos éter, ambos sdo usados como reagentes de fase e considerados
impurezas no produto final. Segundo a monografia do FLT-'®F e do PSMA-
1007-"8F, o aminopoliéter pode ser detectado através de um SPOT TEST,
utilizando uma solucao padrdao como referéncia e comparando a coloracao das
duas amostras. Por existirem estudos comparando-os em relagédo a eficiéncia
de marcagao e usando a mesma metodologia para identifica-los, foi usado
como um dos fatores de estudo os dados disponiveis para a concentracédo do
kryptofix para a identificacdo do TBA (JIANG et al., 2020).

Por ser um método de baixo custo, rapido e pratico, o CCD-SG foi o
meétodo escolhido para a determinacdo do TBA como contaminante para o
produto PSMA-1007-"8F, o mesmo indicado no capitulo geral da Farmacopeia
Europeia para determinacdo de TBA em formulagdes radiofarmacéuticas
(EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021e). Além de conseguir fornecer um
resultado semi-quantitativo, este método também consegue separar o elemento
de interesse do produto final, fornecendo uma informagdo mais assertiva.
Neste sistema cromatografico, o fator de retencao (Rf) do TBA foi de 0,1. Apds
a corrida, as placas foram secas e a mancha correspondente ao TBA foi
revelada com vapor de iodo e o critério de aceitagao para este ensaio foi o grau

de coloracdo da mancha do padrao de TBA, sendo que a intensidade da
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coloragdo da mancha correspondente ao produto PSMA-1007-"F n&o devera

ser mais intensa que a do padrao.

Alguns fatores que poderiam influenciar na determinagdo do TBA pelo
método CCD-SG foram avaliados, conforme descrito a seguir. Este ensaio foi

realizado com o produto ja decaido.

6.2.5.2.1.1 Tamanho da fita

Foram avaliados dois tamanhos de fitas de silica gel com base de
aluminio: 12,5 cm x 3,0 cm (comprimento usado no controle da pureza
radioquimica), com duas fitas de 1,5 cm juntas, representando amostra de
PSMA-1007-'®F e a solugdo padrdo de TBA; 8,0 cm x 4,0 cm (tamanho
encontrado na literatura), com 3 fitas de aproximadamente 1,3 cm de largura
juntas, representando uma amostra do produto PSMA-1007-"8F, a solucao
padrao de TBA e um padréao negativo (CARDINALE et al., 2017a).

Os dois modelos de fitas cromatograficas estéo ilustradas na figura 17.
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Figura 17 - llustragdo das fitas de CCD-SG usadas para a determinagéo do
TBA no PSMA-1007-"8F

1.5cm

N 1.3 cm

10 cm 6cm
de corrida 125¢m de corrida 8cm
PSMA-1007-"¢F
Solucdo Padrio
PSMA-1007-'8F P de TBA
Solucdo Padrdo Padrdo Negativo

de TBA

Fonte: Autor

6.2.5.2.1.2 Concentragao da solugao padrao de TBA

Foram estudadas trés concentragdes diferentes de solugdo padrao de
referéncia. A primeira € uma concentragdo baseada da Farmacopeia Europeia
para a determinagdo de aminopoliéter, para a qual 11 mg de TBAOH-30H,O
sao dissolvidos em 25 mL de agua, originando a solugdo 1. Posteriormente,
1mL da solugéo 1 é diluida em V, sendo V o volume maximo da dose (o volume
de 10 mL foi considerado para o PSMA-1007-"8F). A solugao referéncia final é
de 2,2 mg/V (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021a; 2021c).

Considerando que o TBA usado para o ensaio é 30 vezes hidratado, o
resultado da concentracao calculada foi multiplicado pelo fator de correcao de
0,302, anulando o peso extra vindo da agua e considerando somente o TBA,

tornando a concentragao final de 0,013 mg/mL de TBA.
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A segunda solugdo padrdao também foi baseada da Farmacopeia
Europeia para a determinagcéo do TBA por CLAE. De acordo com a monografia
do FLT-"®F consultada, 170 mg de TBAOH-30H,0 foram diluidas em 20 mL de
agua formando a solugéo 1. Posteriormente, 1mL da solugao 1 foi diluido em V,
sendo V o volume maximo em dose (o volume de 10mL foi considerado para
do PSMA-1007-"8F), resultando da soluc&o referéncia com concentracéo de 2,6
mg/V. Aplicando o fator de corregédo, a concentragao final da solugéo foi de
0,26 mg/mL de TBA ou 2,6 mg/V de TBA (EUROPEAN PHARMACOPOEIA,
2021a; 2021c).

O capitulo geral sobre TBA em formulagbes radiofarmacéuticas usada
como referéncia para o produto PSMA-1007-"8F usa a mesma concentracéo de
2,6 mg/V, onde V é o volume em dose, mas em um volume muito alto de
solucdo. O preparo da solucido do padrao de TBA se da através da diluicdo de
0,86 g de TBAOH-30H,0O em 100 mL de solugéo etanol:agua 1:9 V/V, seguido
da diluicdo de 1 mL dessa mistura em V. Considerando que a quantidade de
TBA usada para este ensaio € minima, foi escolhida a preparacéo prescrita no
paragrafo anterior, onde obteve a mesma concentragdo usando uma
quantidade menor de recursos (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021e).

A terceira e ultima solucéo foi retirada da literatura do produto, onde 330
mg de TBAOH-30H,0 sao diluidos em 10 mL de uma mistura 9:1 de agua e
etanol, formando a solugcdo 1. Posterirormente, 100 uL dessa solugcado foram
diluidos em 10 mL da mesma mistura de solventes, resultando em uma
concentragéo de 0,1 mg/mL de TBA ja corrigida (CARDINALE et al., 2017a).

6.2.5.2.1.3 Solvente

De acordo com as referéncias para o topico 6.2.5.2.1.2, os solventes
usados para a preparagdo das solugdes padrao de TBA s&o agua:etanol e
agua somente. Assim, ambos foram considerados para o estudo e cada

concentracao foi preparada com os dois solventes.

Ja em relagao ao solvente para as corridas, uma solugido de metanol e
amoénia 25% em proporcao 9:1 foi usada como fase movel para este ensaio
(CARDINALE et al., 20172; EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021e).
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6.2.5.2.1.4 Volume de amostra

De acordo com a literatura, os volumes de 1uL, 2 pyL e 5 pyL séo
comumente usados para a determinacdo do TBA, seja para fitas de CCD ou
para SPOT TEST. Assim, foram testados os volumes de 1 uL, 2uL e 5 uL para
determinar o volume mais indicado para a identificacdo do TBA (DI IORIO et
al., 2021; CARDINALE et al., 2017a).

6.2.5.2.1.5 Ascorbato de sddio

Visto que produtos orgénicos coram na presenga de iodo e que a
concentracdo do produto radiomarcado € muito pequena nos volumes usados,
foi feita uma analise usando uma solugdo de ascorbato de sédio, agente
estabilizante presente no produto final, em conjunto com as demais amostras.
Usando as mesmas condi¢gdes usadas no momento da sintese, uma solucao
de 20 mL com 400 mg de ascorbato de sédio foi preparada e analisada em
conjunto com o PSMA-1007-"8F a fim de comparar os fatores de retengado
encontrados. Outra corrida foi feita misturando-se 1 mL de cada solucao
padrao de TBA a 1 mL da solugao de ascorbato de sodio, para verificar o poder
de separacdo do método escolhido. Essa analise foi realizada com ambos os

solventes para a preparacao do padrao de TBA descritos no tépico 6.2.5.2.1.3.

6.2.5.2.2 Realizagcao do ensaio

O ensaio foi realizado usando um total de 18 cubas (9 para o padréao
diluido em agua purificada e 9 para o padrdo diluido em agua purificada +
etanol), dividindo as fitas e suas cubas em grupos de a-c e A-C, de acordo com

a figura 18 abaixo.
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Figura 18 - Representagao das cubas de CCD-SG no estudo dos fatores no
ensaio de determinacdo de TBA. As letras maiusculas representam o volume
aplicado, enquanto que as letras minusculas representam a concentragao da

solugdo padrao de TBA usada.

: A
\ (1uL) g
: B
b (2uL) '

o00 - 000

(0,014 (0,1 (0,275 (0,014 (0,1 (0,275
mg/mL)  mg/mL)  mg/mL) mg/mL)  mg/mL)  mg/mL)

Solvente: . Agua purificada

‘ Agua purificada + Etanol (9:1)

Fonte: Autor

Foram feitas corridas variando o volume de aplicagdo, a concentragao
da solucdo padrdo de TBA, o solvente usado para a diluicdo do mesmo e o
tamanho da fita. Assim, o ensaio se iniciou com a aplicacdo dos volumes em
suas respectivas fitas, comegando com as fitas de tamanho 8,0 cm x 4,0 cm.
As fitas foram colocadas em cubas de vidros previamente saturadas com a
fase movel, tomando cuidado para ndao encostar nas laterais da cuba. Apds as
corridas, as fitas foram retiradas da cuba e secas em uma estufa com
temperatura de 60°C. Durante a secagem das fitas, outra cuba com cristais de
iodo foi aquecida entre 50 - 80°C até que vapores de iodo na cor roxa
aparecessem. Com a cuba preenchida pelos vapores e as fitas totalmente
secas, uma a uma foram introduzidas na cuba de iodo para revelacdo das
manchas de TBA. Apds 1 minuto, as fitas foram retiradas e as manchas

reconhecidas e registradas.
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Este mesmo processo foi feito com as fitas de 12,5 cm x 3,0 cm e com

as amostras de ascorbato de sédio.
6.2.6 Aparéncia

A descricdo do produto foi realizada a partir da observagdo visual, com o
critério de solucdo limpida, incolor e sem a presenca de particulas
(CARDINALE et al., 2017a).

6.2.7 pH

O pH é um elemento importante a ser controlado em preparagoes
liquidas, pois impacta diretamente na solubilidade de farmacos e,
consequentemente, na estabilidade e posterior absor¢do. Sua determinacao
pode ser feita por pHmetro ou por fitas de testes de pH.

A determinacdo do pH do produto PSMA-1007-"8F foi realizada
utilizando-se fitas de teste de pH, sendo o intervalo aceito pela Farmacopeia
Europeia de 4,5 a 8,5 (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2021c).

6.2.8 Microbiolégico

Foram realizados ensaios de esterilidade e endotoxinas bacterianas pelo
método LAL (Lisado de Amebdécitos de Limulus) no laboratério de controle de
qualidade microbiolégico do Centro de Radiofarmacia do IPEN. Os ensaios
foram executados por profissionais treinados e de acordo com as técnicas
descritas na FARMACOPEIA BRASILEIRA (2019), adaptadas para o controle

bioldgico de radiofarmacos.

Para tanto, os ensaios foram realizados com o material PSMA-1007-"8F
decaido, com uma amostra de aproximadamente 100 uL do produto
previamente fracionado em uma cela de processamento asséptico. A amostra
foi diluida com 9,9 mL de solugdo estéril de cloreto de sodio 0,9% no

laboratério de ensaios microbioldgicos.

Para o teste de esterilidade, 1 mL da amostra foi semeado em tubos
contendo os meios de cultura tioglicolato (T) e soja tripticase (TSB), que foram

incubados e mantidos nas temperaturas de 32,5 + 2,5 °C e 22,5 + 2,5 °C,



Pagina | 89

respectivamente, por 14 dias. Esse procedimento ocorreu em triplicata, sendo a
formacédo de turvacdo do meio de cultura interpretada como a presenca de

crescimento microbiano e o produto reprovado no ensaio de esterilidade.

Ja para o teste de endotoxinas bacterianas foi utilizado o método LAL
(lisado de amebdcito de limulus), método semi-quantitativo baseado na
formacgao de gel. Uma amostra de 100 uL do radiofarmaco foi adicionada em
um tubo contendo 100 uL de LAL previamente solubilizado, que ficou incubado
por 60 + 2 minutos a 37 + 1 °C. A interpretagdo do resultado se da pela
observagdo de formacgédo ou ndo de gel que se adere a parede do tubo ao
inverter o mesmo de cima para baixo. O critério de aceitacdo do ensaio deve
ser menor que 17,5 unidades de endotoxinas por mL (UE/mL) (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2021c).

6.3 Ensaios Experimentais

Os ensaios apresentados a seguir ttm como objetivo complementar o
estudo sobre o radiofarmaco PSMA-1007-'®F, contemplando ensaios de estudo
de estabilidade e lipofilicidade. Dados necessarios para fundamentar futuro

registro do mesmo junto a ANVISA.
6.3.1 Estudo de estabilidade do PSMA-1007-'2F

O estudo de estabilidade do radiofarmaco € de extrema importancia,
tendo em vista que a estabilidade de um composto depende do tempo de
exposicao a luz, de mudancgas de temperatura e da radidlise que pode ocorrer.
Quanto mais tempo um composto fica exposto a essas condi¢gdes, mais ele
tendera a se decompor. Por esta razdo, substancias como ascorbato de sddio,
acido ascorbico e sulfito de sddio sdo frequentemente adicionadas ao produto

final a fim de manter a estabilidade dos radiofarmacos (SAHA, 2010).

Neste trabalho foi analisado o efeito desses fatores, em especial o efeito
da radidlise, tendo em vista a alta atividade especifica do PSMA-1007-"8F
(28,521 GBqg/ug ou 770,837 mCi/ug). Apesar desse efeito ser mais pronunciado
em radiofarmacos de terapia, radionuclideos para diagnosticos com alta

atividade podem provocar a quebra da ligagdo entre ele e a molécula,
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promovendo doses desnecessarias em tecidos normais e prejudicando o
diagnostico (OLIVEIRA et al., 2006).

O ensaio foi realizado simulando o processo de producdo do
radiofarmaco, com base no historico de producado da instituicdo para o FDG-
'®F . Segundo a literatura consultada, a média da atividade de PSMA-1007-'8F
para doses em humanos é de 303,4 + 66,6 MBq (8,2 + 1,8 mCi), com volume
maximo de dose injetada de 10 mL. Para o presente ensaio, foi considerada a
atividade de 370 MBqg/dose (10 mCi) no volume maximo de 10 mL (1mCi/mL)
(CARDINALE et al., 2017a; GIESEL et al., 2018a, 2018b; SPRUTE et al.,
2021).

Considerando a producdo de uma dose para centros médicos fora do
estado de Sao Paulo, como Bahia ou Porto Alegre, foi feita a corregcao para
seis horas de decaimento do fluor, totalizando uma dose no momento da
fabricagdo de 10,77 GBq (291 mCi).

Assim, foi feita a producdo do PSMA-1007-"8F com concentragdo de
1,077 GBg/mL (29,1 mCi / mL) para estudar sua estabilidade frente as seis
horas de transporte, considerando a atividade maxima que a blindagem de
chumbo pode transportar. Neste ensaio, a %PR da solugdo mée foi analisada
por CLAE e CCD-SG, com amostras de 1 mCi/mL sendo retiradas a cada uma

hora durante o periodo de seis horas apods a sintese.
6.3.2 Determinagao do coeficiente de particao (Log P) experimental

Para determinar as propriedades lipofilicas do radiofarmaco, foram
preparados trés tubos, cada um contendo 3 mL de n-octanol (fase orgéanica) e 3
mL de solu¢cdo tampédo fosfato salino pH 7,4. Misturaram-se as fases por
processo de agitacdo e aguardou-se por 24 horas até a completa ambientagdo
e separagao das fases. Em seguida, adicionou-se, em cada tubo, 100 pyL do
radiofarmaco, contendo aproximadamente 12,58 kBq (0,34 pCi). Prontamente,
agitaram-se os tubos durante 1 hora em temperatura ambiente. Apds a
separagao das fases, recolheu-se uma aliquota de 100 uL de cada uma delas
para contagem em contador automatico do tipo pogo. O coeficiente de particdo
(Log P) foi determinado pela formula (7) (DURKAN et al., 2007).
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cpmda fase organica

Log P =log (7)

cpm da fase aquosa
6.4 Ensaios Pré-Clinicos

Os ensaios apresentados a seguir tém como objetivo complementar o
estudo sobre o radiofarmaco PSMA-1007-"F, contemplando ensaios in vitro e
in vivo com modelo tumoral LNCaP. Os dados aqui recolhidos serdo usados

para fundamentar seu futuro registro junto a ANVISA.
6.4.1 Cultivo das células LNCaP

A linhagem celular escolhida foi a LNCaP por ser PSMA+, ou seja,
expressa a glicoproteina PSMA de modo que o produto PSMA-1007-"8F
consegue se ligar especificamente a ela (BOUVET et al., 2016).

Para os ensaios pré-clinicos, as células LNCaP (ATTC® CRL-1740TM)
foram cultivadas em frascos de cultura com 75 cm? com meio de cultura RPMI
1640 (Life Technologies, MD, EUA), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Life Technologies, MD, EUA), 100 U/mL de penicilina e 300 ug/m
de estreptomicina (Life Technologies, MD, EUA). As células foram mantidas em
estufa Umida a 37 °C com atmosfera de 5% de CO,, com a troca do meio de
cultura realizada duas vezes por semana. Na etapa de tripsinizagdo, foram
utilizados 3 mL de tripsina EDTA 0,25% com 8 minutos de incubagao em estufa
a 37°C.

Para os estudos in vitro, células foram semeadas em placas de seis
pocos para células aderentes, com 2 mL de meio de cultura RPMI 1640 com 10
% VIV de SFB em cada pocgo. As placas foram incubadas em estufa por 4

horas a 37 °C em estufa com 5% de CO, para promover a adesdo das células.

Para os ensaios in vivo, foram preparadas suspensdes de 100 uL

contendo aproximadamente 5 milhdes de células em PBS pH 7 4.

6.4.2 Ensaios in vitro
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Os dois ensaios descritos a seguir foram baseados da literatura, com o
objetivo de determinar a especificidade do radiofarmaco para com células
cancerigenas PSMA+. Os ensaios foram adaptados para maior viabilidade do
processo, com o numero de células determinado de 1x10° células por pogo
(CARDINALE et al., 2017b).

6.4.2.1 Ensaio de competicao

Para esse ensaio foi usado padrdo PSMA-1007-F e o PSMA-11 marcado
com galio-68 como amostra radioativa competidora. Devido a alta atividade
especifica que o produto PSMA-1007-"®F apresenta foi usada essa
metodologia descrita em literatura, na qual a contagem da atividade foi feita
com base no galio-68 (CARDINALE et al., 2017b). Assim, 20 ug do PSMA-11
foi marcado com 4 mL do eluato do gerador-*Ge-**Ga (atividade de marcacéo
entre 125,8 — 138,38 MBq; 3,40 — 3,74 mCi), empregando-se procedimento
padronizado no IPEN e a pureza radioquimica da preparacao foi determinada
por CCD, apresentando resultado de pureza superior a 98%. O PSMA-11-8Ga
foi diluido para 10 mL com o meio de cultura, sendo utilizados 2,11 nmol/poco
(2 pg/mL) do produto finalizado. J& o PSMA-1007-F foi diluido em meio de

cultura a uma concentragao de 2,11 umol/pogo (1000x excesso).

O ensaio foi realizado em triplicata utilizando seis pogos com 1x10° células
LNCaP, trés com o agente competidor PSMA-1007-F e trés com o material
radioativo PSMA-11-3Ga, somente. Iniciou-se o ensaio com a adi¢do de 1 mL
do PSMA-11 radiomarcado em todos os pogos, seguido pela adigdo de 1 mL
de meio de cultura em metade dos pocos e 1 mL do PSMA-1007-F na outra
metade, caracterizando a ligacéo total e a ligagado por competicdo pelo PSMA

de membrana, respectivamente.

A incubagéo ocorreu a temperatura de 4 °C por uma hora seguido do
processamento dos poc¢os, consistindo da retirada do sobrenadante de todos
0s pogos, colocado em tubos de contagens identificados (1-3 com competidor;
4-6 sem competidor), seguida da lavagem dos pogos com 1mL de PBS pH 7,4.
O sobrenadante de lavagem também foi recolhido e transferido para os

respectivos tubos (1-3 e 4-6). Por fim, foi adicionado aos pogos 1 mL de
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hidroxido de sddio (NaOH) 1 M para a lise das células, a temperatura ambiente,
por 10 minutos. O sobrenadante das células lisadas de cada pocgo foi entao
recolhido e transferido para outros tubos de contagens identificados (1'-3’ com
competidor; 4’-6’ sem competidor). Esse ultimo passo foi feito duas vezes,

totalizando 3 tubos para ligacao total e 3 para ligagao especifica.

Em paralelo, foi feito o preparo do padrdo do PSMA-11-3Ga em triplicata,
com a dose aplicada em cada po¢go em um volume de 2 mL. Ao final do
processamento das células e seu recolhimento em cada poco, foi realizada a
contagem de cada tubo em um contador automatico do tipo pogo, com valores
obtidos em contagens por minuto (CPM). Estes valores foram convertidos em
porcentagem e usados para o calculo da porcentagem de ligagcédo especifica do
PSMA-1007-F em fungao da atividade do PSMA-11-%Ga.

6.4.2.2 Ensaio de internalizagao

Para o ensaio de internalizacdo foi usado o produto PSMA-1007-"8F com
concentracdo de 1 mCi/mL, em placa de 6 pogos contendo 1x10° células
LNCaP em cada pogo. O ensaio se iniciou com a adicdo de 1 mL do produto
radiomarcado em cada pogo, com incubagdo em estufa a 37 °C por uma hora.
Em seguida foi realizado o processamento dos pogos de modo semelhante ao
item 6.4.2.1 com o recolhimento do sobrenadante e transferéncia para tubos de
contagem (Ts), seguida da lavagem dos pogos com PBS e a transferéncia do

volume para os mesmos tubos (Ts).

A segunda parte do processamento dos pogos contou com o tratamento
acido, através da adicao de 1 mL de tampao glicina 0,1 M (pH 2,8) em cada
poco em temperatura ambiente por 5 minutos, seguido do recolhimento do
volume em tubos de contagens (T¢’) para a retirada do peptideo ligado na

superficie da célula.

A terceira e ultima parte contou com o tratamento basico através da adigao
de 1 mL de hidroxido de sédio 1 M em cada pogo por 10 minutos para a quebra
das células e a verificagdo da porcentagem de internalizagdo do peptideo. Essa
acao foi realizada duas vezes em temperatura ambiente, com os volumes de

cada lavagem coletados em tubos de contagem (Ts”)
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As contagens de cada tubo obtidas em CPM foram usadas para o calculo
de porcentagem de internalizagéo, ligacédo superficial e ligagéo total do produto
PSMA-1007-"°F.

6.4.3 Ensaios in vivo

O uso de modelo animal é de extrema importancia para avaliar o
potencial de novos radiofarmacos, incluindo os materiais radiomarcados com
'®F com potencial de serem desenvolvidos no Centro de Radiofarmacia do
IPEN como radiotragadores de imagem molecular para o diagndstico de
cancer. Em estudos de medicamentos, varios modelos animais foram
desenvolvidos na tentativa de melhor reproduzir a doencga, tal como ocorre no
organismo humano. Os modelos animais sao altamente relevantes para avaliar
o potencial destes medicamentos na fase de estudos pré-clinicos e futura
aplicagéo na clinica translacional (SUZUKI et al., 2008).

O rato € o animal mais usado em pesquisa, seguido pelo camundongo,
coelho, céo, suino e primatas. Cerca de 85 % dos artigos da Medline e 70,5 %
dos artigos da Lilacs empregam ratos e camundongos, quando se trata de
radiofarmacos de F-18. E frequentemente encontrado na literatura o uso de
ratos e camundongos como modelo animal para cancer de préstata, com foco
em machos para a formagdao de tumores com células PC-3 e LNCap.
CARDINALE et al. (2017b) usaram camundongos machos da linhagem BALB/c
para estudar a biodistribuicdo do radiofarmaco PSMA-1007-'®F.
ZLATOPOLSKIY et al. (2018), trabalharam com ratos para comparar
compostos radiomarcados com fluor-18 e galio-68 em relagao a especificidade

e sensibilidade em imagens PET/CT.

Para avaliar o comportamento do radiofarmaco PSMA-1007-"8F quando
presente no organismo vivo e, assim, validar os dados presentes na literatura,
foram realizados os ensaios descritos a seguir (CARDINALE et al., 2017b;
PUJATTI, 2012).
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6.4.3.1 Estudos farmacocinéticos em camundongos BALB/c sadios

A farmacocinética estuda a cinética das variaveis absorc¢ao, distribuicao,
metabolismo e excre¢cdo em relagdo ao tempo. Esses diferentes parametros
farmacocinéticos oferecem uma imagem clara dos dados quantitativos in vivo
para um determinado medicamento sob estudo pré-clinico e clinico, ajudando
na tomada de decisbes sobre os efeitos terapéuticos e seguranca dos
medicamentos. Esse estudo €& feito durante o desenvolvimento do
medicamento, no qual a analise desses aspectos pré-clinicos é vital para sua
aplicacédo (RAJPOOT et al., 2021).

Sendo assim, o ensaio de farmacocinética foi realizado em conjunto com
0 ensaio de biodistribuigdo em camundongos BALB/c sadios entre 12-13
semanas de vida. Por meio de administragdo intravenosa caudal, 5,55 MBq
(150 pCi) do produto PSMA-1007-"8F, diluidos em 100uL de solugdo injetavel
de cloreto de sédio 0,9%, foram injetados e a captagdo sanguinea foi avaliada
nos tempos de 15 minutos, 30 minutos, 1h, 2h e 4h apds a administracéo, em 4
animais para cada tempo. Ao final de cada tempo, os animais foram
anestesiados por inalagao de isoflurano, sendo sacrificados logo apés a coleta
da amostra de sangue do coragdo por meio de uma seringa de insulina
(BALIEIRO, 2020).

A radioatividade das amostras de sangue foi analisada em um contador
automatico do tipo poco e os dados em CPM foram processados em
porcentagem de atividade injetada (%Al) em relaggo ao CPM do padréo,
conforme descrito na formula (8). Assim, os dados foram analisados e plotados
em um grafico utilizando-se o software GraphPad Prism 8.4.3 sob o modelo de
distribuicdo  bicompartimental, caracterizado por duas exponenciais,
representando a fase de decaimento rapido e fase de decaimento lento.

CPM da amostraxvolemia total

%Al total = x 100 (8)

volume da amostrax(CPM do padrao—CPM da cauda)

Os parametros estudados neste ensaio foram: Constante de distribuicdo
(a), Constante de eliminagao (), Meia-vida de eliminagao (T+,2B), Meia-vida de
distribuicdo (Ty2a) e a Area sob a curva (AUC). Além desses pontos, o
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clareamento sanguineo (CL) e o volume de distribuigdo (Vd) foram calculados

por meio das férmulas (9) e (10).

CL = Atividade total administrada (CPM) (9)
AUC
vd = % (10)

6.4.3.2 Estudo de biodistribuicao em camundongos BALB/c sadios

O método utilizado para analisar a variagcdo das concentragdes do
radiofarmaco PSMA-1007-"8F nos diferentes fluidos e tecidos do organismo foi
o método invasivo. O presente ensaio foi realizado de acordo com o
especificado no item 6.4.3.1. Apds a coleta de sangue, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e os principais 6érgéos foram retirados e
pesados. A radioatividade presente no sangue e tecidos foi contada em um
contador gama tipo pogo, com os dados ajustados em software de CPM para
captacéo nos tecidos em fungédo da porcentagem da atividade injetada (%Al) e
por atividade por grama do tecido (%Al/g) através das formulas (11) e (12)

abaixo.
0 _ CPM (6rgido/tecido)
HAl = CPM (padrao)—CPM (cauda) x 100 (1 1)
%AI/g _ CPM (6rgio/tecido) % 100 (12)

peso do 6rgéo (g)x(CPM padriao—CPM cauda)

Para o calculo da atividade presente nos ossos (%Al/osso total) e nos
musculos (%Al/musculo total) em porcentagem, foi considerado o peso do
esqueleto como 12 % e dos musculos como 40 % do peso corporal do animal
(BOFF, 2008).

CPM fémurx12Xpeso corpéreo (g) (1 3)

0, =
/OAI(OSSO tOtal) peso fémur (g)x(CPM padrido—CPM cauda)

, CPM musculox40xpeso corpéreo
%AI(musculo total) = - aikas s A el (14)
peso musculo (g)x(CPM padriao—CPM cauda)
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6.4.3.3 Estudo de biodistribuicio em camundongos SCID com modelo
tumoral LNCaP

Para o presente estudo foram utilizados cinco camundongos machos
SCID entre 13 e 22 semanas de vida para avaliar a biodistribuicdo para cada
tempo avaliado, sendo 30 minutos, 1 hora, e 2 horas apds a administracdo do
radiofarmaco. Para o desenvolvimento do modelo tumoral, 1x10° células de
tumor LNCaP em 50% de Matrigel foram injetadas subcutaneamente na pata
esquerda dos camundongos, com os estudos iniciados apdés duas semanas do
dia de inoculacdo. O didametro dos tumores palpaveis ficou em torno de 6 a 7

mm.

A metodologia do estudo seguiu conforme descrita no item 6.4.3.2 e a
coleta de sangue foi feita pelo plexo ocular utilizando-se um tubo capilar
heparinizado, de volume 70 pL. O sacrificio dos animais e a retirada dos 6rgaos
foram realizados conforme descrito para os camundongos sadios, incluindo a

retirada do tumor para determinagao da %Al/6rgao ou tumor e %Al/g.

6.4.3.3.1 Estudo de competig¢ao in vivo

Em conjunto com o ensaio de biodistribuicdo em camundongos SCID
com tumor, um grupo de cinco animais foi incluido no tempo de 1 hora para um
estudo de competicdo, com o objetivo de demonstrar a especificidade do
produto PSMA-1007-"8F in vivo. Assim, 100 pg de PSMA I&T diluidos em 100
ML de agua para injetaveis (API) foram injetados via caudal 30 minutos antes
da aplicagdo do radiofarmaco, atuando como agente bloqueador. Por ser
especifico para PSMA e por ndo haver um estudo comparativo com o PSMA-
1007-"8F na literatura até o momento, o PSMA I&T foi incluido no estudo como
agente competidor (CYTAWA et al., 2020).

Os animais foram sacrificados juntamente com os animais sem a

presenca de competidor, tendo o mesmo tratamento descrito anteriormente.



Pagina |98

6.4.3.3.2 Imagem de corpo inteiro de camundongos SDIC com modelo
tumoral LNCaP em Micro PET

Foram realizadas imagens em micro PET/CT em trés animais com
modelo tumoral nos tempos de 1 hora, 1 hora com bloqueio e de 2 horas apds
a administragao de 5,55 MBq (150 uCi) do radiofarmaco, para avaliar a imagem
de biodistribuicdo e captacdo tumoral. Para a realizagcdo das imagens, os
animais foram anestesiados com isoflurano por inalagéo (concentragao inicial
0,5% - anestesia geral 1,0 a 1,87 %) e sacrificados nos determinados tempos,
e colocados na camara de escaneamento microPET/SPECT/CT
(microPET/SPECT/CT focus 220 siemens). A aquisigdo da imagem PET foi
realizada por 15 minutos, seguida de imagem CT (35 keV, 400 pA). Durante

esse periodo, a camara de escaneamento foi mantida a 35 °C.

A visualizagdo das imagens, processamento e analise foram realizados
com o software PMOD v3.3. Para a analise das imagens PET, os arquivos
foram calibrados por SUV (do inglés standardized uptake value) e a captagao
no tumor foi obtida apds selecéo do VOI (do inglés volume of interest) do tumor

a partir da imagem CT e aplicagao desse VOI na imagem PET.

6.4.3.4 Histopatologia do tumor de préstata LNCaP

Um exame histopatoldgico consiste em avaliar um fragmento de tecido
através de um microscépio para confirmacao de um diagndstico, no caso deste
trabalho, o objetivo foi a avaliagdo do tecido tumoral para confirmagéo. Apds a
realizagao do ensaio completo de biodistribuicdo em animais SCID com modelo
tumoral, os tumores recolhidos foram cortados e fixados em laminas com
parafina para analise histopatoldgica. A avaliagao das laminas foi realizada por
meio de um microscopio Nikon Eclipse Ci, onde foi possivel registrar as

imagens da camada superficial e interna dos tumores.

6.5 Validagdao da Metodologia Analitica para determinagdao da Pureza

Radioquimica

Como parte complementar do trabalho e também um processo

importante para a implementagdo de uma rotina de produg¢ao do radiofarmaco



Pagina |99

PSMA-1007-'®F, foi realizada a validacdo da metodologia analitica de CCD
empregada detecgao do fluor-18 livre na determinagao da pureza radioquimica.
Além de ser um requerimento das Boas Praticas de Fabricagdo (BPF), é uma
das atividades que asseguram a qualidade do produto farmacéutico e garante

resultados analiticos confiaveis.

Seguindo as diretrizes da RDC N° 166 da ANVISA (ANVISA, 2017),
esta parte do trabalho teve como objetivo garantir que o método escolhido seja
adequado e satisfaz os requisitos descritos no capitulo de radiofarmacos da 62
edicdo da FARMACOPEIA BRASILEIRA (2019).

O presente ensaio foi realizado visando a validagdo completa do método
analitico, contemplando os pardmetros de validacdo por doseamento, que
inclui: Seletividade; Linearidade; Precisdo — repetibilidade; Precisao
intermediaria; Exatiddo; Robustez e Intervalo. O ensaio de Exatiddo nao foi
realizado, pois ndo ha disponivel uma substancia quimica de referéncia (SQR)
para avaliar a capacidade do método analitico em recuperar o analito da
amostra, tdo pouco se tem disponivel outro método validado que possa ser

utilizado de maneira comparativa.
6.5.1 Método cromatografico a ser avaliado

O método analitico escolhido para validagdo foi a cromatografia de
camada delgada de silica gel 60 com suporte aluminizado nas dimensbdes 12,5
x 1,5 cm, com ponto de aplicacdo a 1,5 cm do inicio da fita e a frente do
solvente a 11,5 cm, totalizando 10 cm de corrida e como solvente a mistura de
acetonitrila e agua purificada nas proporgdes 40:60, em cuba de vidro pré-
saturada por 30 minutos com a mistura de solventes (3-4 mL) (CARDINALE et
al., 2017a).

A concentracdo radioativa padrao do produto PSMA-1007-"8F usada
para a validag