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ESTUDOS DE MARCACAO DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS IOR-CEA-1 E
IOR-EGF/R3 COM *™T¢

Carla Roberta de Barros Rodrigues Dias

RESUMO

A Medicina Nuclear ¢ uma especialidade que utiliza radioisétopos ou radiotragadores para
o diagnéstico ou tratamento de doengas e é considerada uma das melhores ferramentas
entre as modalidades diagnésticas para detecgdo de cincer. O tecnécio-99 metaestavel é um
dos principais isdtopos utilizados para marcagio de anticorpos e um dos mais utilizados em
Medicina Nuclear em fungdo de suas caracteristicas fisicas adequadas, disponibilidade e
baixo custo. Anticorpos monoclonais radiomarcados tem se mostrado promissores para o
diagnostico e terapia de céncer e seu uso trouxe um grande avango experimental e clinico
no campo da oncologia. As principais aplica¢gdes clinicas da imunocintilografia com
anticorpos monoclonais s@o o estadiamento e a avaliagdo das recidivas tumorais. Os
anticorpos utilizados neste trabalho foram: ior-CEA 1, um anticorpo monoclonal murino,
que age diretamente contra o CEA expressado em diferentes neoplasias especialmente
aquelas do trato gastrointestinal (cincer coloretal) e o ior-EGF/R3, um anticorpo
monoclonal murino, que liga-se ao dominio externo do EGF-R e tem sido usado no
diagnostico de tumores de origem epitelial. Os objetivos deste trabalho foram desenvolver e
aperfeigoar os processos de redugdo e purificagdio, as técnicas da radiomarcagdio, os
procedimentos de controle de qualidade (radioquimico, imunorreatividade e desafio a
cisteina) e o estudo de imagem dos anticorpos monoclonais ior-CEA 1 e ior-EGF/R3,
utilizando o método simples, rapido e eficiente de marcago direta de anticorpo com **™T.
O resultado final foi a definicdo das melhores condigdes de preparagdo de conjuntos de
reativos liofilizados do ior-CEA 1 e ior-EGF/R3 para uma eficiente aplicagdo diagnostica
em Medicina Nuclear. A formulagio mais adequada foi: 1 mg de Ac, 29 pL de MDP, 3,0
ug de Sn**, 1 mL de *™Tc e 30 min. de reacdo. Nessas condi¢Ges o rendimento de
marca¢ao foi sempre maior que 95% e a atividade maxima para marcacdo foi cerca de 2220
MBq (60 mCi). A comprovagéo da eficacia e qualidade dos métodos utilizados foram as
imagens obtidas com camundongos infectados com células tumorais injetados com os
anticorpos marcados com *™Tc,



STUDIES OF MONOCLONAL ANTIBODIES IOR-CEA-1 AND IOR-EGF/R3
LABELLED WITH *™Tc

Carla Roberta de Barros Rodrigues Dias

ABSTRACT

Nuclear Medicine is a speciality that uses radioisotopes for the diagnosis or treatment of
diseases and it is considered one of the best tools among the diagnostic modalities for
detection of cancer. *™Tc is one of the main isotopes for labelling antibodies and in
Nuclear Medicine in general, due to its adequate physical properties, availability and low
cost. Labelled monoclonal antibodies have shown promising results for diagnosis and
therapy of cancer and their use has brought great experimental and clinical advances in the
field of oncology. The main clinical applications of immunoscintigraphy with monoclonal
antibodies are staging and evaluation of tumoral recidives. The antibodies employed in this
work were: ior-CEA 1, a murine monoclonal antibody that acts directly against CEA
expressed in several neoplasies in particular those from the gastrointestinal tract (colorectal
cancer) and ior-EGF/R3, a murine monoclonal antibody that binds to the external domain
of EGF-R and it has been used in the diagnosis of tumors of epithelial origin. The
objectives of this work were the development and optimization of the reduction and
purification processes, the radiolabelling techniques and quality control procedures
(radiochemical, immunoreactivity and cistein challenge) and imaging studies of
monoclonal antibodies ior-CEA 1 and ior-EGF/R3, using the simple, fast and efficient
method of direct labelling of the antibody with **™Tc. The final results was the definition of
the best conditions for the preparation of lyophilized reactive kits of ior-CEA 1 and ior-
EGF/R3 for an efficient diagnostic application in Nuclear Medicine. The most adequate
conditions for the labelling of the antibodies were: 1.0 mg Ab, 29 uL MDP, 3.0 ug Sn*", 1
mL of ®™Tc and 30 min. reaction time. With these conditions the labelling yield was
allways higher than 95% and the maximum activity of **"Tc was about 2220 MBq (60
mCi). The evidences of the efficiency and quality of the methods here employed were the
images obtained with mices infected with tumoral cells and injected with antibodies
labelled with ™ Tc.
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1. INTRODUCAO
1.1 Desenvolvimento de radiofarmacos

Um radiofarmaco consiste basicamente de um radionuclideo ¢ um composto
ligante. O uso do radiofarmaco é ditado pelas caracteristicas dos dois componentes. As
consideragdes gerais quando se projetam novos radiofarmacos sdo: facil viabilidade; baixo
custo; meia-vida 6tima do radionuclideo; meia-vida efetiva do radiofarmaco, emissdo de
fotons do radionuclideo e tipo de decaimento favoraveis ao tipo de aplicagdo e alta razdo
alvo:ndo alvo. A parte destas consideragdes gerais, uma idéia do mecanismo de localizagdo do
radiofarmaco em diferentes orgldos proporciona informagdes para o desenvolvimento do
agente designado para o 6rgdo ou caminho especifico. Os fatores que devem ser considerados
antes, durante e apos a preparagdo dos radiofarmacos sdo especificidade, compatibilidade,
estequiometria, carga e peso da molécula, solubilidade, estabilidade, cinética inerte in vivo e
capacidade de ligagdo a proteina [1].

As mais promissoras areas de pesquisa envolvendo radiofarmacos sdo [2]:
% Imagem de infecgio;
% Imagem de cincer;
*¢* Terapia de cancer;
% Imagem de neuro-receptor e

¢ Quimica de radiofarmacos.
1.2 Aplicagées de radiofirmacos na oncologia [2]

1.2.1 Terapia de cancer

A terapia radionuclidica direcionada é uma possibilidade da Medicina Nuclear e
atualmente tem ressurgido o interesse neste campo. A maior dificuldade nesta area de pesquisa
¢ a falta do conhecimento basico sobre quais s30 os determinantes importantes para a eficacia
da terapia. Sdo poucos os agentes comercialmente disponiveis para radioterapia de cancer.
Muitos anos sdo necessarios para obter resultados que confirmem a resposta e definam os

resultados terapéuticos dos radiofarmacos.
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1.2.2 Tmagem de cincer

As possiveis areas de aplicagdo dos radiofarmacos no gerenciamento de pacientes

com cancer incluem:
% Exame da populagio,
% Diagndstico primario;
«» Estagio da doenga;
%+ Medida da resposta a terapia e
% Planejamento e identificagdo da melhor terapia.
Estadiamento do cincer requer uma investigagdo de imagem com rapida resposta,

imagem de corpo inteiro, alta sensibilidade e alta especificidade.
1.3 Terapia com fontes de radia¢io

Radioterapia é uma das modalidades mais efetivas no tratamento do cincer [3].
Pode ser dividida em algumas classes, dependendo da sua forma de aplicagfo, equipamento

usado e tipo de radiagdo.
1.3.1 Teleterapia

Radioterapia convencional ou de feixe externo (teleterapia) consiste em eliminar
tumores malignos (cancerigenos) utilizando equipamentos que emitem radiagdo gama, raios X
ou feixes de elétrons (ex: telecobalto, acelerador linear). O principio basico é eliminar as
células cancerigenas e evitar sua proliferagio, e estas serem substituidas por células sadias. O
tratamento consiste na aplicagdo programada de doses elevadas de radiagdo (doses pré-
calculadas), em um determinado tempo, a uma certa distdncia do paciente, a um volume de
tecido que engloba o tumor, buscando erradicar todas as células tumorais, com o menor dano
possivel aos tecidos sadios intermediarios ou adjacentes [4]. Este tipo de técnica tem um papel
vital no tratamento de canceres; todavia ndo é efetivo para tratamento secundario ou de sitios

de cancer metastatico fora da area de tratamento [5].
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1.3.2 Braquiterapia

Trata-se de uma radioterapia localizada para tipos especificos de tumores e em
locais especificos do corpo humano. O tratamento radioterapico € feito por meio de nuclideos
radioativos onde a fonte de radiagio fica a uma curta distdncia, em contato ou até mesmo
implantada na regidio que deve receber a dose. Atualmente sio utilizados co, ¥Cs, 1, PIr
e muitos outros [4]. Esses materiais sio comercializados em fontes seladas, que podem ser em
forma de tubos (tratamentos intracavitarios, principalmente nas aplicagdes ginecologicas, ou
em moldes para aplicagdes externas), agulhas (aplicagdes intersticiais), fios (fios de 2[1) ou
sementes de '®I para tratamento de cincer de prostata [6]. Sua vantagem € afetar mais
fortemente o tumor, devido & proximidade da fonte radioativa, e danificar menos os tecidos e

6rgdos proximos.
1.3.3 Aplicadores [4]

Aplicadores sdo fontes radioativas emissoras beta distribuidas sobre uma
superficie, cuja geometria depende do aplicador. O *°Sr ¢ um radionuclideo muito usado em
aplicadores dermatologicos e oftalmologicos. O principio de operagdo é a aceleragdo do
processo de cicatrizag@o de tecidos submetidos a cirurgias, evitando sangramentos (operagdo
de pterigio) e queldides (cirurgia plastica), de modo semelhante a uma cauterizagio
superficial. A atividade das fontes é baixa e ndo oferecem risco significativo de acidente sob o
ponto de vista radioldgico. O importante € o controle do tempo de aplicagdo no tratamento, a

manuten¢do da sua integridade fisica e a guarda adequada dos aplicadores.
1.3.4 Injetaveis (Medicina Nuclear)

Alguns tratamentos utilizam medicamentos contendo radioisétopos, inoculados no
paciente por meio de ingestdo ou inje¢do, com a garantia de sua deposigiio preferencial em
determinado orgdo ou tecido do corpo humano, para localizagio de sitios especificos
oferecendo a oportunidade de tratamento de doengas extremamente disseminadas. Por

131

exemplo, is6topos do iodo para o tratamento de cancer na tiredide, ° I-MIBG para tumores

neuroenddcrinos, > Sm-EDTMP para controle da dor de doenga Ossea [4]. Uma terapia
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especifica ¢ desenvolvida toda vez que se encontra uma forma quimica que pode ser marcada
com um determinado radioisétopo, que ir4 atuar sobre um determinado tipo de tumor. Com
esse objetivo tem-se empregado diferentes radionuclideos que podem ser emissores alfa VAt
23B;), beta (', 138m, '%¥Re, *Re, 2y, "Ly, entre outros) ou emissores Auger (mln,

%7Ga), entre os quais encontram-se [5, 7, 8].
1.3.5 Radioimunoterapia (Medicina Nuclear)

Nos ultimos anos tem-se avaliado a utilidade da radioimunoterapia (RIT) como
alternativa viavel no tratamento de tumores malignos [7]. Radioimunoterapia corresponde ao
uso de anticorpos monoclonais radiomarcados na terapia do céncer [9], permitindo a
irradiag@io especifica de tecido tumoral com danos minimos ou tolerdveis aos 6rgdos nio
afetados pela doenga [10]. Anticorpos monoclonais tém sido promissores no tratamento de
alguns tipos de cancer [11], devido ao potencial de servir como carregador seletivo de
radionuclideos para um alvo especifico in vivo [12]. Alguns fatores importantes e
determinantes para aplicagdo da RIT, sdo: as caracteristicas do anticorpo (especificidade,
afinidade, avidez, dose e imunorreatividade); o radionuclideo (propriedades de emissdo e
estabilidade quimica do radioimunoconjugado); o antigeno alvo (localizagio, densidade,
heterogeneidade de expressdo, estabilidade e modulagio) e a natureza do tumor alvo
(radiosensitividade intrinseca, porcentagem de proliferagdo, volume, base do tumor, etc) [13].

Os anticorpos para uso em RIT podem ser marcados com: **Re, Y, ¥*Sm [13].

Outros radionuclideos de potencial terapéutico tem sido estudados incluindo os emissores-o.

. 21 - 211 . -
de vida curta, como *'?Bi e *!'At e emissores ", como “’Cu, 'Pd e “'Sc [12].

1.4 Medicina Nuclear [3, 14, 15]

Medicina Nuclear ¢ uma especialidade que utiliza radioisétopos, ou
radiotragadores, para o diagndstico ou tratamento de doengas e é considerada uma das melhores
ferramentas entre as modalidades diagnosticas para detecgdio de cancer.

Os radioisétopos sdo produzidos em Reatores Nucleares ou Ciclotron e podem ser
utilizados na sua forma quimica mais simples ou entdo, ligados a uma molécula ou a um

composto escolhido por sua capacidade de ser captado num determinado 6rgéo, num processo



17

fisiologico ou fisiopatologico. A associagdo do radionuclideo com essa molécula ou esse

composto é um radiofarmaco.
Os requisitos basicos para os radionuclideos serem utilizados no diagnostico em
Medicina Nuclear sdo:
% Propriedades radioativas: tempo de desintegragio espontdnea, tipos de emissdo e
energia de raios gama (Y);

% Disponibilidade rapida e baixo custo;

% Meia-vida fisica compativel com os estudos a serem realizados;

% Pureza radionuclidica, radioquimica e quimica adequada;

«» Toxicidade baixa,

¢+ Capacidade de serem ligados ao composto desejado.

As propriedades fisicas ou quimicas do composto, e ndo as do radioisotopo, fazem
com que a captagdo seja especifica em um determinado compartimento do corpo (p.ex.
reservatorio sanguineo, figado, medula Ossea, tiredide), e eliminada do corpo por uma
determinada via de excrecdo (renal, biliar e outros).

Os diagnosticos em Medicina Nuclear podem ser realizados por meio de dois tipos
de ensaios: in vitro e in vivo.

Nos ensaios in vitro marca-se com substincias radioativas uma amostra biolégica
extraida do individuo, que ao associar-se, por meio de diferentes procedimentos quimicos,
permitem determinar quantidades significativas, fazendo-se a medida da quantidade (atividade)
de radionuclideo presente ligado & amostra bioldgica (Técnica de Radioimunoensaio — RIA).

Nos ensaios in vivo um radioisétopo ou radiofarmaco, independente da via de
administragdo no paciente, seja por via oral, endovenosa, inalagdo, ira se localizar na regidio de
interesse, conforme a especificidade do exame.

As imagens sdo obtidas com um detector de raios-y (gama-cdmara) posicionado
sobre o corpo do paciente para quantificar e avaliar a distribui¢do da radioatividade.

Os exames de medicina nuclear sdo seguros, ndo-invasivos e apresentam uma 6tima
relagdo custo-beneficio, pois sdo capazes de reunir informagdes importantes que de outra
maneira seriam inacessiveis ou que poderiam requerer exames mais caros e com maior risco ao
paciente. Uma grande vantagem da cintilografia é a sua alta sensibilidade na deteccio de

altera¢des na estrutura e fungdes dos Orgdos podendo identificar anormalidades num estagio
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muito precoce, antes desta ser aparente em outros tipos de exames (devido a possibilidade de se

fazer imagens dinimicas e a obtengdo de informagdes da fisiologia dos orgdos ou sistemas).

1.4.1 Técnicas de diagnostico em Medicina Nuclear

A escolha da técnica a ser utilizada no diagnostico esta relacionada com o tipo de
emissdo eletromagnética e corpuscular do radionuclideo durante seu decaimento radioativo.
Dentre as técnicas mais atuais estdo o PET (Tomografia por Emissdo de Pésitrons) e o SPECT

(Tomografia Computadorizada por Emiss@o de Foton Unico).
1.4.1.1 Tomografia por Emissio de Pésitrons (PET)

A tomografia por emissdo de positrons (PET) (FIG. 1) fornece imagens funcionais
do metabolismo regional que podem ser mais sensiveis e acuradas que as imagens puramente
morfoldgicas, na detecgdo de processos tumorais envolvendo os mais diversos 6rgdos, ou na
detecg¢do de patologias cardiacas e neurologicas.

A técnica estd baseada na detec¢do, em coincidéncia, de dois fotons de 511 keV,
emitidos em dire¢Ses opostas, depois da aniquilagdo de um positron de um radionuclideo
emissor de pdsitrons (B7) e um elétron do meio [16]. Os dois fotons sdo detectados por dois
detectores conectados em coincidéncia no mesmo eixo. Esta técnica permite realizar imagens
com uma resolugio espacial de 5 mm (8 — 10 mm para imagem cintilografica convencional).
Os dados coletados em diversos &ngulos, ao longo do eixo do corpo do paciente, sdo utilizados
para reconstruir as imagens nas projegdes axial, lateral e coronal da distribui¢io da atividade
da area de interesse [9] (FIG. 2).

As substincias marcadas pelos radioisotopos incluem substratos do metabolismo
celular, drogas, anticorpos, neurotransmissores e outras moléculas biologicamente ativas.

Os radioisotopos utilizados nesta técnica emitem pdsitrons com energia baixa, taxa
de emissfo alta e possuem meia-vida curta. Os radioisétopos mais utilizados sio: Carbono-11
(*'C), Nitrogénio-13 (**N), Oxigénio-15 (*°0) e Flaor-18 (**F) [17, 18].

O uso do PET na oncologia clinica teve um aumento significante nessas ultimas

décadas. Isto ¢ devido ao resultado do uso do tragador "*F-FDG como uma ferramenta geral
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FIGURA 1 - Equipamento de Tomografia por Emissdo de Pésitrons — PET/CT
(Gemini/Philips) [19]
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1.5 Tecnécio-99 meta estavel (™Tc) e uso clinico

Perrier ¢ Segré em 1937 descobriram o elemento de n® atdmico 43, isolado pelo
bombardeamento de molibdénio com deuteron. Este elemento também foi isolado em grandes
quantidades dos produtos de fissdo do urénio. O nome tecnécio foi criado pelo grego Paneth e
significa que este foi o primeiro elemento artificial produzido pelo homem [1] (o0 nome
tecnécio em grego significa artificial [23]), e o simbolo quimico sugerido foi Tc. O
isomerismo nuclear do elemento Tc e a existéncia do ™Tc (tecnécio-99 metaestavel) foram
descobertos por Seaborg e Segré [1].

Os radiofarmacos de *™Tc tornaram-se, nos ultimos 30 anos, importantes
ferramentas para o diagnéstico de varias doengas ou disfungdes de orgdos e sistemas que
compdem o corpo humano [24].

O elevado indice de utilizagdo desses compostos em Medicina Nuclear € o
resultado das propriedades fisicas e quimicas ideais do radioisdtopo. O *™Tc¢ tem uma meia-
vida fisica de 6 horas, decai por transi¢io isomérica para o “Tc sem emissdo de radiagdo
corpuscular, o que permite a administragdo de maiores atividades ao paciente com baixa dose
de radiag@io. Além disso, no seu decaimento o *™Tc emite um raio-y de 140 keV com 89% de
abundancia, energia ideal para uso com os detectores de cintilografia planar ou pela técnica de
diagnostico denominada de SPECT, cuja faixa 6tima de operagdo € entre 100 e 300 keV [25,
26,27, 28, 29, 30].

A outra grande vantagem ¢ a sua disponibilidade a classe médica na forma de um
gerador comercial de molibdénio-99/tecnécio-99m (*>Mo-""Tc) [31] a um baixo custo, onde
o ”Mo, denominado de pai, com meia-vida fisica de 66 horas decai para o filho ®™T¢. O

gerador € um sistema composto por uma coluna cromatografica com 6xido de aluminio
(Al;03), onde ¢ depositado o molibdato (¥*Mo0O?™), que via decaimento B~ forma o *™Tc.
Estas duas espécies apresentam diferentes afinidades pelo AL Os, possibilitando que o *™Tc

seja coletado como um é&nion tetraoxitecnetato hidratado (pertecnetato, *"7cO; ) por eluigio

com solugio fisiologica estéril, juntamente com seu isdmero ou carreador *7cQ; . O *Tc é

considerado virtualmente estavel devido sua meia-vida longa [23].
A grande versatilidade do uso do *™Tc se deve a sua disponibilizacdo em marcar
com eficiéncia pelo método direto uma série grande de substincias liofilizadas, chamadas

comercialmente de reagentes de radiodiagnostico ou KITS, constituidos basicamente da
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substincia a ser complexada, do agente redutor e do sistema tamp@o, cada kit com uma
aplicagio diferenciada dentro do corpo humano.

Os principais usos do *™Tc em Medicina Nuclear sdo: marcagdo de proteinas,
espécies coloidais e particulas; células sanguineas e marcagdo de kits tais como: DMSA,
MDP, DTPA e outros.

Em fun¢do de sua grande disponibilidade e baixo custo o #mTe é considerado
muitas vezes como o isdtopo ideal para a marcagdo de anticorpos [32], através de técnicas
diretas (acoplamento direto na molécula) ou indiretas (acoplamento por meio de outro
composto que funciona como ponte) [33] com maior estabilidade que a marcagao com Bl

(pouco inferior ou semelhante & marcagdo com '''In). A estabilidade do complexo é fator

preponderante para o sucesso do radiotragador no diagnostico in vivo.
1.5.1 Marcaciio de proteinas com ~™T¢

~ r 9, , .
A obtencdo de proteinas marcadas com *™Tc se desenvolveu ha muitos anos, logo

99m;

ap6s o aparecimento do gerador de " "Tc. As preparagdes iniciais ndo foram simples de

marcar € nem deram produtos estaveis. Se o #mT¢ é reduzido na presenga de uma proteina, se

9 ~ ’ . .
9mTC ndo esta necessariamente unido com uma

obtém uma proteina marcada, mas o atomo de
unido forte e pode dissociar-se in vivo.

Os desenvolvimentos neste tema se orientaram a marcar proteinas com > "T¢ por
unido do radionuclideo com reativos sulfuricos. Empregaram-se dois mecanismos para
fornecer reativos sulfuricos nas proteinas: o primeiro foi reduzir as pontes dissulfidricas
nativas incubando a proteina com ions de estanho, método de Rhodes et al. [34], ou com
outros agentes redutores [35] e o segundo foi introduzir grupos que continham sulfidrilas
livres incorporando quelantes bifuncionais nas proteinas [36, 37].

Com isso, a marcagdo de proteinas com “™Tc pode ser dividida em 2 categorias
[38]:

% Método direto de marcagao (uso de grupos enddgenos do anticorpo);

¢ Meétodo indireto de marcagdo (uso exdgeno de um agente quelante bifuncional).
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1.5.1.1 Marcacio direta

A marcagdo com ™Tc dos grupos sulfiricos reativos da proteina, é considerada
usualmente como marcagio direta ja que n3o ha intermediarios, tais como grupos bifuncionais.
Uma das maiores vantagens do método direto € que pode resultar na produgdo de um reagente
de diagnostico. Esta metodologia compreende varios passos [39]:

¢ Reduzir os grupos dissulfiiricos sem alterar as caracteristicas biolégicas das proteinas;

+ Manter estes grupos sulfirricos reativos;

¢ Reduzir o ion pertecnetato a um estado de oxidagdo altamente reativo, estabilizando-o
com a presenca de um agente complexante que por sua vez o transfira aos grupos
sulfaricos da proteina.

A proteina que ira ser marcada necessita conter sulfidrilas (-SH) reativas ou
monosulfuricos (-S ou —S-metal). Estes grupos chamam-se tidis. Os mono e dissulfiricos sdo
uma parte nativa da maioria das proteinas e se deve a unido dos aminoacidos que contém tidis
a cisteina, e € uma parte da cadeia peptidica da maioria das proteinas. Para muitas proteinas,
tais como as gamaglobulinas, o estado nativo é aquele no qual a maioria dos residuos de
cisteina estdo unidos a outros residuos de cisteina formando pontes dissulfidricas intra ou
intercadeias. Estas pontes tem um papel importante na manutengdo da estrutura funcionante da
proteina [39].

Steigman e col. [40] provaram o papel das sulfidrilas ou sulfiricos na marcagio de
albumina, quando desenvolveram uma coluna de Sephadex G-25 para separar € medir o
rendimento da unido de alta afinidade do **™Tc¢ aos anticorpos, comprovando sua verdadeira
potencialidade. Como resultado deste método de analise descobriram que era necessario uma
incubagdo prolongada de anticorpos com ions de estanho, antes da marca¢do com *°™Tc, para
obter uma proteina marcada com alta afinidade.

Paik e col. [41] provaram a existéncia de sitios de alta e baixa afinidade de unido
medindo a quantidade de proteina marcada na presenga de quantidades variaveis de acido
dietilenotriaminopentaacético (DTPA), um agente quelante forte para ions de **"Tc. Estes
autores sugeriram que os sitios de alta afinidade estavam relacionados com a presenga destes
grupos sulfuricos.

O uso de Sn (IT) para reduzir a cisteina esta reconhecido ha muitos anos e pode ser
usado para reduzir as pontes dissulfidricas das proteinas e para protegé-las da reoxidagdo.

Rhodes e col. [34] demonstraram esta hipétese utilizando anticorpos marcados com '*I que
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logo foram reduzidos e quantificaram a unido em fase sélida em um gel que unia grupos tiois.
Os autores encontraram que a incubagdo com Sn reduz as pontes dissulfidricas € estimaram
em 4% esta reducdo. Estes valores foram achados também por outros investigadores [35].

Mather e Ellison [42] estudaram a redugdo de pontes dissulfidricas usando 2-
mercaptoetanol e encontraram que um incremento na redugdo estava acompanhado por um
incremento na eficiéncia de marcagdo. Usaram-se diversos agentes redutores da proteina tais
como ditiotreitol, mercaptoetanol, acido ascorbico, etc. e também varios agentes redutores do
#MT¢ tais como ditionito sodico (Naz$,04), borohidreto de sodio, dimetilformamida, azida
sodica em meio HCI e refluxo, entre outros.

Com respeito aos complexos intermediarios do *™Tc e a marcagio por
transquelacéo tem-se usado diversos agentes tais como glucoheptonato, tartarato, pirofosfato,
metilenodifosfonato (MDP) e varios analogos que servem de ligantes de transferéncia para
marcar anticorpos apds a redugdo dos mesmos.

A principal vantagem do método direto, é sua simplicidade e a possibilidade de
desenvolver formulagdes liofilizadas, prontas para marcar em apenas uma etapa € serem

utilizadas no diagnostico por imagens em centros de Medicina Nuclear.
1.5.1.2 Marcacio indireta

Nos métodos indiretos de marcagdo de anticorpos o *™Tc ¢ coordenado por meio
de um agente quelante sintético, o qual pode ser conjugado a imunoglobulina, antes ou depois
do processo de radiomarcagio. A marcagio de compostos bioativos com *™T¢ requer entdo a
conjugacdo a um agente quelante bifuncional. Este agente contém em sua estrutura um grupo
funcional através do qual pode-se unir covalentemente a um composto bioativo, sendo as
unides de diferentes tipos por exemplo amida, tiouréia, éster ou também carbono-carbono. A
segunda condigdo € que deve-se ter um grupo doador de 4tomos de tal modo a poder formar
um complexo estavel com *™Tc [39].

Esta técnica esta sendo utilizada atualmente também para marcar peptideos,
agentes de unido a receptores e outras moléculas bioativas. Utilizam-se geralmente dois
esquemas de marcag@o: um primeiro que usa um quelato pré-formado marcado, o qual é
conjugado ao composto bioativo ou um segundo esquema no qual se realiza a marcagio

imediata da conjugagdo [39].

COMISSAO MACIONAL DE EHERSIA NUCLEAR/SP-IPEN
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No primeiro caso, os primeiros desenvolvimentos de marcagdo utilizaram o
DTPA, conjugado s proteinas por meio de diversos derivados, como por exemplo o anidrido
biciclico. Também usaram derivados da bis-N-metil semicarbazona. Em ambos os casos
observaram-se problemas de baixos rendimentos de marcagdo especifica com o PMTc ¢ unido
de coloides ao anticorpo [39].

Para evitar este incoveniente Fritzberg e col. [43] desenharam a técnica de quelato
pré-formado marcando um quelato do tipo N,S; formando-se um complexo estavel de *™Tc
em um estado de oxidagdo +5. Posteriormente se forma um éster ativo o qual é finalmente
conjugado ao anticorpo. Este processo é lento e requer purificagdes dos intermediarios e do
conjugado final marcado. Tem-se realizado modificagdes desta técnica, usando ligantes tipo
N3S mercaptoacetil triglicina (MAG3), ou preparando outros ésteres ativos. No entanto,
dificilmente podem-se adaptar estas técnicas para usa-las em um servigo de Medicina Nuclear.

Com respeito & marcagdo pos-conjugacio se tem desenvolvido agentes biquelantes
que permitem uma marcagdo pos-conjugagdo. Estes compostos podem unir-se a0 composto
bioativo e logo marcar este conjugado por agregagio de um complexo fraco de *™T¢ tal como
o *™Tc-gluconato.

Entre as técnicas que empregam este método pode-se citar a de Abrams e col. [44]
no qual o quelante hidrazina-nicotinamida est4 unido covalentemente & proteina e o **™Tc¢ é
agregado ao sistema como um complexo com o gluconato. Usando este quelante N-
hidroxisuccinimidil 6-hidrazinonicotinato (S-Hynic), geralmente através de um ligante se tem
marcado anticorpos com sucesso com ° "Tc, resultando em uma marcagio estavel tanto in

Vilro como in vivo.
1.6 O Anticorpo e o Sistema Imune [45, 46]

O sistema imune relaciona-se a sobrevivéncia de qualquer organismo multicelular.
Reconhece, destroe ou elimina substincias nocivas. Tem a capacidade de reconhecer
substancias estranhas entre as quais microorganismos como virus, bactérias, fungos, parasitas
ou seus fragmentos que podem agir como antigenos. Algumas vezes um desses agentes pode
invadir uma célula, causar trocas na membrana celular ¢ se a membrana alterada for
reconhecida pelo organismo e identificada como estranha desencadeara uma resposta imune.

As substdncias capazes de desencadearem uma reagdo do sistema imunologico sdo
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denominadas antigenos. Um antigeno capaz de despertar uma resposta imune especifica €

chamado de imundgeno.

A resposta imune resulta na geragdo de moléculas de anticorpos, proteinas

globulares denominadas imunoglobulinas. As imunoglobulinas sdo grupos de moléculas

altamente heterogéneas presentes nos fluidos circulantes do corpo em estado de equilibrio

diniAmico entre compartimentos intra e extra vasculares. Existem 5 classes de imunoglobulinas

(conhecidas como isotipos), cujas moléculas diferem entre si no tamanho, na composigdo de

aminoacidos, no contetido de carboidratos e na carga elétrica:

/
0’0

IgM — é a maior imunoglobulina sintetizada durante a exposigdo inicial com o
antigeno, representa 5 a 10% das imunoglobulinas totais, possui 10 sitios de ligagdo
com o antigeno e ndo possui subclasses. E util no diagnostico diferencial das infec¢des
virais ou parasitarias agudas.

IgG — ¢ produzida durante a segunda e subseqiiente exposi¢do com o antigeno, € a
principal imunoglobulina presente na circulagio dos fluidos corporeos, respondendo
por cerca de 70 a 75% do total de imunoglobulinas. E o anticorpo mais importante da
resposta imune secundaria. A IgG apresenta quatro subclasses distintas: IgG1, IgG2,
IgG3, IgG4, que possuem quatro cadeias pesadas, similares, porém ndo-idénticas, ja
que apresentam diferencas em suas propriedades, tais como nimero de pontes
dissulfidricas e seqiiéncias de aminoacidos diferentes.

IgA — presente predominantemente nos fluidos secretores (saliva, lagrimas, secregdes
nasais, colostro, leite, secre¢des traqueobrdnquicas e gastrointestinais), tem papel
importante na prote¢o do organismo contra microorganismos patogénicos. Representa
cerca de 10 a 15% das imunoglobulinas totais. Possue duas subclasses: IgA1 e IgA2.
IgE — encontrada na circulagdo dos fluidos corporeos por apenas alguns minutos. Tem
um papel importante na imunidade ativa contra parasitas e nas doengas alérgicas.

IgD — encontrada na circulagdo dos fluidos corporeos por alguns minutos. Representa
menos de 1% das imunoglobulinas. Sua fungdo bioldgica ndo € bem conhecida.

A estrutura geral de uma molécula de imunoglobulina (monémero) consiste de

quatro cadeias polipeptidicas, sendo duas cadeias leves (L) e duas cadeias pesadas (H), sempre

em pares idénticos, unidas-por pontes dissulfidricas formando uma proteina globular em forma

de Y, como mostra a FIG. 4.



S——

Regido
da cadeia pesada i

Clivagem
com Papaina




28

A porgio (ou fragio) Fab da molécula de anticorpo € a que contém o sitio de
ligagdo ao antigeno, possui uma cadeia leve e parte de uma cadeia pesada. A porgdo Fc € a

responsavel pela ligagdo do anticorpo aos receptores nas células [48].

1.7 Aplicagiio de anticorpos monoclonais em Medicina Nuclear

A administra¢do de anticorpos radiomarcados com propositos diagndsticos ndo €
um conceito novo. Surgiu em torno de 1945 com o inicio da Medicina Nuclear [42].
Historicamente, o trabalho inicial de Pressman e col. [49] revelou métodos de incorporagio do
radioiodo dentro de anticorpos policlonais, e a subseqiiente -utilizagdo de antisoro policlonal
radiomarcado contra sarcoma osteogénico para definir a detecgdo gama externa de tumor de
animal foi de suma importancia. Contudo a aplicagdo desses reagentes ficou prejudicada pela
limitagdo de métodos imunologicos, incluindo a preparagdo de anticorpos, e preparagdo de
antigenos, associados a tumor, bem definidos [50].

Em principio a produgdo de anticorpos monoclonais poderia ser alcangada pelo
isolamento e cultura de clone. Na pratica esse processo € inviavel, pois os linfocitos B sdo
células que ndo se mantém em cultura por mais de alguns dias.

Em 1975 Koéhler e Milstein [51] encontraram uma forma original para contornar o
problema e publicaram resultados de seu trabalho descrevendo a produgdo de linhagens de
células de “hibridoma” capazes de produzir anticorpos monoclonais [10,52]. Em lugar de
cultivar linfocitos promoveram a fusio dos linfocitos B com células neoplasicas de mieloma.
O anticorpo monoclonal ¢ produzido por um hibridoma da fusdo celular entre células de bago
obtidas de um camundongo imunizado e células de um mieloma de rato para dar imortalidade
a linhagem de célula. A melhor linhagem de célula de anticorpo produzida no hibridoma é
selecionada, como mostra o esquema representado na FIG. 6. As células hibridas resultantes,
possuem as mesmas caracteristicas das células parentais, sintetizam anticorpos € mantém-se
em cultura por tempo indeterminado. Este ¢ um procedimento lento e dificil. Estes anticorpos

sdo monoclonais, pois resultam da proliferagio e secreg¢do de um Unico clone de células [53,
54].
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FIGURA 6 - Esquema da preparagdo de anticorpos policlonais € monoclonais [55].

A chegada da tecnologia de hibridoma permitiu a producdo de uma grande
quantidade de anticorpos monoclonais com alta especificidade para antigenos associados a
tumores. A caracteristica de poder carregar radionuclideos especificamente para células ou
orgdos, possibilitou a producgio de radiofarmacos altamente especificos e foi o comeco de uma
nova era no radioimunodiagndstico. A vantagem do anticorpo monoclonal estd na sua
homogeneidade e especificidade para os antigenos imunizantes. Seu papel em oncologia
depende da premissa de diferir tecidos cancerosos de tecidos normais de modo que possa ser
explorado para imagem e terapia [53].

Tanto anticorpos de origem murina (anticorpos monoclonais produzidos em
camundongos), quanto de origem humana tem recentemente sido desenvolvidos para
reconhecer ¢ interagir com antigenos especificos. Devido a sua diversidade, especificidade e
atividade bioldgica, esses anticorpos sfo agentes potencialmente ideais para uma variedade de
aplicacdes em doencas benignas e malignas. Por exemplo, ha uma variedade usada
clinicamente para teste in vitro (radioimunoensaio); in vivo para detecgdo precoce e

estadiamento de doenga; como veiculo para liberagdo na terapia (radioimunoterapia); € para



30

avaliagdo da eficacia de intervengdes (radioimonocintilografia). A especificidade do anticorpo
¢ governada pelas regides variaveis das cadeias leves e pesadas da molécula. As fungdes
efetuadas pelo anticorpo sdo determinadas pela estrutura da regido constante, principalmente
dentro da porgdo Fc da molécula [56].

O primeiro estudo clinico com anticorpos monoclonais radiomarcado foi reportado
em 1981 por Mach e col. [57], que usaram anticorpos anti-CEA marcados com Bl em
pacientes com carcinomas de colon e pancreatico que expressavam CEA. Resultados destes e
outros estudos mostraram somente sensibilidade um pouco melhor do que estudos similares
com anticorpos policlonais anti-CEA. Posteriormente, Larson e col. [58] demonstraram maior
sensibilidade com anticorpos anti-mieloma e fragmentos Fab, e Moldofsky e col. [59] usaram
fragmentos F(ab’); marcados com ''I para imagem metastatica de carcinoma de célon em
linfonodos retroperitoneal que ndo foram detectados por outras modalidades diagnosticas tais
como tomografia computadorizada [55].

Um agente especifico para imagem de cancer, incluindo diagnostico, detecg@o,
estadiamento e avaliagdo da resposta a terapia, ¢ de grande interesse. Anticorpos monoclonais
radiomarcados tem se mostrado promissores para o diagnostico e terapia de cancer [60] e seu
uso trouxe um grande avango experimental e clinico no campo da oncologia. A principal
exigéncia desta metodologia € a disponibilidade de radiofarmacos estaveis que apds a
marcagdo in vivo retenham a capacidade de interagdo especifica com o antigeno definido e
mantenham a sua integridade molecular. Nos estudos pds-marcagio a imunorreatividade é um
parimetro critico. E necessario o desenvolvimento de métodos seguros de avaliagdo da
imunorreatividade, percentual de anticorpo marcado que € associado ao antigeno especifico.

Radioimunodiagnoéstico com anticorpos monoclonais radiomarcados tem ajudado a
detectar doencas em seu estagio precoce e a reduzir a mortalidade.

As técnicas convencionais de diagnostico: radiologia convencional (raios-X),
tomografia computadorizada (TC), ressonancia magnética nuclear (RMN) e ultra-sonografia
(US) proporcionam alta qualidade de detalhes estruturais ou anatéomicos [61], detectam o
tumor pelos seus atributos fisicos (tamanho, forma, posi¢do e deslocamento de outros tecidos),
pois ndo possuem sensibilidade e especificidade para detectar algumas doencas. Ja as técnicas
usadas em medicina nuclear (MN) demonstram as neoplasias pelo seu metabolismo ou pelo
metabolismo nos tecidos circunvizinhos [52]. A diferenga dos agentes de contraste usados nas
técnicas de TC, RMN e MN esta exemplificada na TAB. 1.

COMISSAO NACIORAL DE EREREIA NUCLEAR/SP-IPEN
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TABELA 1 - O uso de agentes de contraste de imagem [62].

Instrumento Anatomia Perfusio do Processo
tecido bioquimico:
Radiofarmaco MN Alguns casos ~ Sim Sim
Contraste iodado TC Sim Nao Nao
Contraste paramagnético RNM Sim Nao Néo

Em virtude de sua alta especificidade no alvo estes anticorpos t€ém uma promessa
consideravel para a detecgdo de sitios de tumor primario e metastatico € na imagem de varias
condi¢Bes benignas como por exemplo a avaliagdo do dano no tecido no infarto agudo do
miocardio ou lesGes inflamatorias [63].

Os principais isotopos empregados para a marcagdo de anticorpos, para

Bl 121 ¢ 0 ®™T¢c. A marcacdo com ''In é feita por métodos de

diagnostico, sdo: '''In,
marcagdo indireta empregando quelantes bifuncionais que funcionam como uma ponte entre o
anticorpo € o iso6topo, proporcionando uma marcagio eficiente e estavel. Entretanto, além do
alto custo e do fato do '"'In ndo ser produzido no Brasil, o procedimento é demorado e
complexo, com freqiiente necessidade de remogdo de impurezas quimicas ou radioquimicas
apos a marcag@o. A marcag@o por iodagdo é feita pela substituigdo direta do hidrogénio de
aminoacidos aromaticos ou com menor freqiiéncia pela conjugagio indireta. Entretanto a
marcagdo com iodo nem sempre € estavel in vivo, ocorrendo dehalogenagio espontianea ou por
acdo enzimatica. Outras desvantagens estdo relacionadas as caracteristicas fisicas dos is6topos.
O "I tem maior disponibilidade e menor custo, entretanto com meia-vida fisica longa (8,02
dias) e, além da radiagdo gama com energia de 364 keV, emite radiagdo beta (levando a alta
dose de radiagdo para o paciente e imagens com baixa resolugdo). O I tem caracteristicas
fisicas adequadas (meia-vida fisica de 13 horas e radiagdo gama com energia de 159 keV), que
permitem menor dose de radiagio e imagens de boa qualidade [27]. Devido o inicio
relativamente recente de sua produgdo e seu alto custo nio possui um grande alcance para a

classe médica. A marcagio com *™Tc sera descrita posteriormente.
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1.7.1 Anticorpo policlonal versus anticorpo monoclonal [45]

Quando anticorpos s3o derivados de uma populagio estimulada por linfocitos B e
suas células plasmaticas filhas, o termo anticorpo policlonal é aplicado. Todavia, se células
plasmaticas ou linfocitos individuais podem ser extraidos e clonados em cultura de tecido,
cada clone tera um potencial para produzir uma espécie unica de molécula de anticorpo, ou um
anticorpo monoclonal.

Ambos, anticorpos poli e monoclonais, possuem propriedades especificas para

uma situagdo particular (TAB. 2).

TABELA 2 - Diferengas entre anticorpo policlonal e monoclonal.

Ttem Anticorpo Policlonal Anticorpo Monoclonal

Origem Soro de animal imunizado. 4 Células de hibridoma (linfocito-
mieloma) de camundongo.

Quantidade Relativamente pequena. Utiliza-se um grande  Praticamente ilimitada.
nimero de animais de laboratdrio.

Composi¢io Contém mistura de anticorpos com afinidade  Proteina homogénea monoespecifica.
¢ correlagdo variando de animal para animal,
de sangria para sangria.

Vantagens A sua produgdo ¢ relativamente facil. Produzido através de hibridoma. Alto
grau de confianga e reprodutibilidade.

Aplicagio Radioimunoensato. Imunohistoquimica, imunodetegio,
imunoterapia.

1.7.2 Anticorpo monoclonal ior-CEA 1

Os tumores colorretais se encontram entre os cinceres mais freqiientes tanto em
homens como em mulheres e a imunogamagrafia pode ser de grande importincia em seu
diagnostico. O antigeno carcinoembridnico (CEA) tem sido estudado amplamente desde sua
descoberta e ¢ considerado como um marcador tumoral bem estabelecido para propositos
diagnoésticos e terapéuticos em varias neoplasias incluindo cancer gastrointestinal [64], mama
e pulméo, sendo um dos mais importantes entre os antigenos associados a tumores. Tem um
importante papel no diagnéstico de recorréncias e metastases destes tumores [65].

Como um antigeno associado a tumor, CEA ¢ extensivamente expressado em mais

de 95% em carcinomas coloretal, gastrico e pancreatico assim como aproximadamente 70% de
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cancer de pulmio de células ndo pequenas, 50% de cancer de mama, em carcinoma de ovario,
adenocarcinoma de pénis e adenocarcinoma endometrial. Também € encontrado em cancer
medular de tiredide [65, 66].

O CEA ¢ uma glicoproteina composta [67], que foi inicialmente isolada por Gold e
Freedman em 1965. Seu peso molecular ¢ de 180 — 200 Kda [68]. Tem um alto conteiido de
carboidrato (40 - 75%) e contém multiplos dominios de imunoglobulina. E uma molécula de
adesdo celular e um membro de uma larga e fechada familia supergene relatada de moléculas
que compartilham muitos epitopos comuns. Estudos recentes em roedores tem mostrado que
CEA pode estar diretamente envolvido num processo de transformagido maligna por bloquear a
diferenciagdo terminal em mioblastos de roedores in vitro. CEA é super expressado em uma
grande variedade de malignidades humanas, incluindo cancer de colon [68, 69].

O anticorpo anti-CEA designado ior-CEA 1, é um anticorpo monoclonal murino,
isotipo IgGl, que age diretamente contra o CEA expressado em diferentes neoplasias
especialmente aquelas do trato gastrointestinal (cancer coloretal) [60].

O anticorpo ¢ diretamente marcado com **™Tc via grupos sulfidrilas. Uma vez
injetado dentro do corpo, ™Tc-ior CEAl age como um veiculo de liberagdo no tumor,
especialmente liberando radioatividade as células do cincer que expressam CEA e permitindo
que o tumor seja visualizado através de uma gama-cimara. Reage com muitos tumores do
trato gastrointestinal, rins € pulmdo e com todos tumores de mama. Todavia, ndo reage com
tumores neurais humanos, derivados hematopoiéticos ou sarcomatosos ou em varios outros

derivados de malignidades epiteliais [60].

1.7.3 Anticorpo monoclonal ior-EGF/R3

Apesar dos avangos na terapia antitumoral, o cincer de origem epitelial é o 1° das
principais causas de morte mundial. Tem-se relatado que os tumores de origem epitelial
representam mais de 80% de todas as neoplasias, tais como cincer de pulmio de células ndo
pequenas, trato digestivo, mama e outros, e tem cem vezes mais expressdo do receptor do fator
de crescimento epidérmico (EGF-R) do que em tecidos normais. Este fato est4 relacionado
com a malignidade e um pior progndstico da doenga [7].

O receptor do fator do crescimento epidérmico humano (hEGF-r) é uma
glicoproteina transmembrana de 1186 aminoacidos com peso molecular de 170 Kda, o qual

contém um dominio extracelular de ligagdo EGF, um dominio transmembrano e um dominio
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citoplasmatico, o qual tem atividade da tirosina kinase e recebe autofosforilagdo sobre a
ligagdo do ligante [70].

A superexpressio do EGF-R tem sido encontrada em uma variedade de tumores
malignos epiteliais em varios orgdos como a mama, bexiga, pulméo, cabega e pescogo €
gliomas [71]. EGF-R é expressado sobre as células derivadas de trés linhagens, mas
caracteristicamente sobre as células de origem epitelial, incluindo carcinomas malignos [72].

A ocorréncia do EGF-R em malignidades humanas tem sido estudada
extensivamente € em varios tipos de tumores o estado do EGF € um importante indicador
prognostico. Muito notavelmente, em carcinoma de mama, alta expressdo do nivel do receptor
¢ associada com recorréncia da doenga, cirurgia reduzida e a presenga de metastases. Todavia,
ha uma correlagdo inversa entre os niveis do receptor de osteogen e niveis de EGF-R.
AssociagGes similares ocorrem para carcinomas de ovario, bexiga, gastrico e escamoso de
pulmdo [73].

Mais de um tergo de todos os tumores solidos tem mostrado expressar EGF-R
(TAB. 3). A expressdo do EGF-R pode prognosticar uma sobrevivéncia pobre e/ou estagio
mais avangado da doenga. Sua presenca em modelos pré-clinicos de cdncer humano esta
freqiientemente associada com extensdo metastatica. Expressdo do EGF-R por células de
carcinoma de célon humano tem mostrado correlagdo direta com sua habilidade para produzir

metastases hepaticas em camundongos nude [74].

TABELA 3 — Tumores que expressam o receptor EGF-R [74].

Tipo do tumor Média de tumores expressando EGF-R (%)
Cabega e pescogo 80-100
Coloretal 25-77
Pancreatico 30-50
Pulmio 40-80
Esofago 71-88
Célula renal 50-90
Prostata 40-80
Bexiga 53-72
Cervical 54-74
Ovario 35-70
Mama 14-91
Gliobastoma 40-50

O anticorpo ior-EGF/R3 é um anticorpo monoclonal murino, isotipo IgG2, que se

liga ao dominio externo do EGF-R. Tem sido usado com sucesso no diagnostico de tumores de
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origem epitelial [71, 75]. O anticorpo reconhece um epitopo localizado no dominio
extracelular do hEGF-R. A sua imunorreatividade esta determinada por sua unido a células

tumorais malignas que expressam o antigeno contra o qual este esta dirigido [76].

.~ R I ~ . . 99m
1.8 Revisdo Bibliografica: Marcacfo de anticorpos monoclonais com ~ " Tc

Baum et al. (1989) [77] realizaram estudos cintilograficos em 20 pacientes com
diferentes tumores produzindo o antigeno (Ag) CEA usando o anticorpo (Ac) BW 431/26, que
reconhece o Ag CEA, marcado com *™Tc. O kit continha 2,0 mg de BW 431/26, 1,5 mg de
hidrogenofosfato disodico, 2,9 mg de acido propano tetrafosfonico e 0,12 mg de SnCl,. Foi
usado 1,11 GBq de *™Tc para marcagdo do kit e o tempo de reagio foi de 5 minutos. A
porcentagem de Ac marcado foi maior que 95% e a cintilografia realizada nos tempos de 1, 6,
12 e 24 horas.

Mather e Ellison (1990) [42] analisaram trés tipos de Ac: H17E2 — tumor
testicular e ovario, PR1A3 — estudo de céncer coloretal e SM3 — reconhece epitopo sobre a

#mTc Estudaram a

mucosa epitelial rugosa e usaram o método de marcagdo direta com
influéncia do redutor 2-mercaptoetanol (2-ME), usando um excesso molar numa média de
100:1 a 2000:1 (2-ME:Ac), na formagdo dos grupos —SH. Determinaram que aumentando a
razdo do mercaptoetanol ao Ac na mistura de reagdo faz aumentar o n° de grupos —SH
aparentes e também, a eficiéncia de marcagdo final quando preparacdes do Ac reduzido em
solugdo foram marcadas com **™Tc com 10 minutos de reagdo. Para a razdo de 1000:1 (2-
ME:Ac), 90% de eficiéncia de marcagdo foi conseguida e redugdo de 70% dos grupos —SH.

Pak et al. (1992) [78] prepararam varios fragmentos de Ac e marcaram usando um
d-glucarato como ligante de transferéncia. Para realizagio da marcacéo, eles adicionaram uma
solu¢do de Ac (contendo 2,0 mg/mL de Ac em fosfato de sddio 50 mM, NaCl 100 mM e
EDTA 1mM em pH 6,5) a um kit de glucarato previamente marcado com **™T¢. Foram usados
volumes iguais das duas solug¢des e a marcagdo feita a temperatura ambiente com 30 minutos
de reagdo. Detectaram de 3 - 4 grupos -SH por cada isotipo de Ac. A porcentagem de *™T¢
ligado a proteina no ensaio de cisteina (1 mM) ap6s 1 hora a 37°C foi 48,50% + 7,78, 82,05%
* 5,59 ¢ 34,00% = 8,49 para os fragmentos, IgG1, IgG2a e IgG3, respectivamente. Estes
resultados confirmaram a importancia dos grupos sulfidrilas na ligagdo ao *™Tc.

Ferro-Flores ¢ Lezama-Carrasco (1994) [79] reduziram o Ac monoclonal ior-

CEA-1 (contra Ag carcinoembridnico) e prepararam kits usando 7,0 mg de etano-1-hidroxi-
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1,1-difosfonato (HEDP) e 0,5 mg de cloreto estanoso. Concentragdes equivalentes de 0, 5, 10,
15, 25, 50 e 100 pl dessa solugio foram adicionados a 2 ml de solucdo de Ac (1,5 mg/mL) e a
liofilizagdo ocorreu por 24 horas. A estabilidade foi estudada apés 0, 2, 5, 15, 20, 30 minutos e
1, 2, 3, 4 e 24 horas ap0s reconstitui¢io com 185 — 1480 MBq de ¢, Imagens planares e de
SPECT foram feitas apOs 6-8 horas e 20-28 horas. Os autores constataram que quando
pequena quantidade de solu¢io de HEDP era usada, baixa eficiéncia de marcagio era obtida
sendo a presenga de Sn e do ligante fraco insuficientes para reduzir por completo o
pertecnetato e realizar a troca de ligantes respectivamente. Aumentando a quantidade de
HEDRP a eficiéncia de marcagdo do Ac é favorecida e a melhor eficiéncia de marcagdo obtida
foi 98,8%. Durante os 30 minutos ap0s a prepara¢do a pureza radioquimica foi aumentada e
apos 4 horas permaneceu inalterada. Apos 24 horas a média de Ac marcado caiu de 98,8 para
91%. Nenhuma reagio adversa ou mudangas clinicamente significantes foram detectadas.

Castiglia et al. (1994) [30] usaram o agente redutor ditiotreitol (DTT) para reduzir
o Ac B2C114 (contra Ag carcinoembrionico). O resultado 6timo de marcagdo foi obtido na
razdo de 800:1 e 1000:1 (DTT:Ac). O niimero de grupos -SH gerado nessas razdes molares em
20 minutos de reagdo foi 3,5 = 2,5. O Ac foi marcado na forma de solu¢do com 700 — 800
MBq de ™ Tc a temperatura ambiente por 20 minutos de reagdo. A porcentagem de *™Tc
ligado a proteina foi 90 + 2,5% com uma concentragdo de 7,5-9,0 ug de fluoreto de estanho
(SnF2) e 32 ug de MDP.

Gooden et al. (1995) [29] usaram os Ac HMFG1 (cancer de origem epitelial),
H17E2 e PR1A3 para realizagdo de radioimunocintilografia em 22 pacientes. A eficiéncia de
marcagdo obtida na marcag@o dos Ac foi maior que 98%. O nivel do marcado no tumor foi
maior do que nos outros 6rgaos, com excegdo do sangue.

Iznaga-Escobar et al. (1996) [80] desenvolveram um programa de computagio para
quantifica¢do dos grupos —SH baseado em uma curva padrio de cisteina. Para isso reduziram
os Ac ior CEA-1, ior C5 (reconhece um Ag expresso no epitélio do trato gastrintestinal) e ior
egt/r3 (contra o receptor do fator do crescimento epidérmico). O n° de grupos —SH encontrado
para o CEA foi 5,7013 + 0,0157 —SH por molécula de anticorpo (15,3% do total), 4,4660 +
0,0140 (12,5% do total) para o C5 e 7,3749 + 0,0149 (22,16% do total) para o egf/r3.

Iznaga-Escobar et al. (1996) [81] analisaram varias razdes molares para determinar
a que formou mais grupos —SH. Os Ac 1or-CEA 1 e ior-egf/r3 foram usados em solugéo para

este estudo. O n° de grupos —SH gerados para o ior-egf/r3 foram: razio molar de 250:1 (2-
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ME:Ac) - 1,12 SH/mol, 500:1 - 2,02 SH/mol, 1000:1 - 4,9 SH/mol, 2000:1 - 6,65 SH/mol,
4000:1 - 9,19 SH/mol e 8000:1 - 9,13 SH/mol. Para o ior-CEA 1 foi encontrada uma média de
5,51 + 0,28 grupos SH/mol de Ac, 15,3% do total de 36 grupos SH/mol disponiveis em uma
molécula de IgG, com isso a eficiéncia de marcagdo foi de 98%. Para o Ac ior-egf/r3 foi 6,65
+ 0,69, 18,5% do total de grupos disponiveis, obtendo 98,2% de rendimento de marcagio.

Karube et al. (1996) [82] realizaram um estudo cintilografico em camundongos
nude atimicos com tumor para comparagdo dos Ac F11-39 (Ac monoclonal) e ChF11-39 (Ac
quimérico) contra Ag carcinoembridnico. Adicionaram 55,5 MBq de *™Tc¢ a solugio de Ac e
incubaram por 10 minutos. As imagens foram obtidas em uma gama-cadmara equipada com um
colimador de alta resolugdo posicionado no dorso do camundongo e coletada usando um
computador digital. Foi necessaria uma razdo de 3000:1 de 2-ME para uma eficiéncia de
marcagdo maior que 95%. Durante uma hora de incubag¢do com cisteina, 8,8 + 2,5% de i
F11-39 € 22,2 + 3,8% de *™Tc-ChF11-39 foram removidos por cisteina. Com uma projegio
posterior apos 9 horas foi visto na imagem o tumor, figado e coragio e apds 19 horas o tumor,
figado e bexiga.

Stalteri e Mather (1996) [83] marcaram os Ac PR1A3 e SM3 com *™Tc,
reduzidos pelo método de fotoativagdo usando um reator fotoquimico. A eficiéncia de
marcagdo obtida foi maior que 95%. Razdes entre 11 e 32 ug de estanho por mg de Ac
resultaram em uma eficiéncia maior que 95% de marcagdo. Concentra¢des de Ac de 0,5
mg/mL ou maior foram necessarias para boa marcagdo (98%). Realizando incubag¢do do Ac
marcado a temperatura ambiente, apds 24 horas o rendimento foi de 95% e ap6s 48 horas foi
de 93%.

Oliva et al. (1997) [84] estudaram o caso de uma paciente com cincer de mama
avangado realizando radioimunocintilografia com Ac ior-egf/r3. A massa de 3 mg desse Ac foi
marcado com 2,2 GBq de **™T¢ e foi administrado intravenosamente (iv) no brago oposto ao
sitio do tumor. Imagens precoces e tardias foram obtidas do tumor mamario e cérebro 10
minutos e 18 horas depois da inje¢do. O estudo mostrou o tumor mamario principal e uma
metastase cerebral desconhecida.

Morales Morales et al. (1998) [85] estudaram o efeito da concentragio do Ac ior
egf/r3 (usado em solugio) e a relagdo da quantidade do niimero de grupos —SH reduzidos com
a variag¢do da quantidade de agente redutor 2-ME. Verificaram que com a menor razéo molar

de 2-ME:Ac usada (250:1) o nimero de grupos —SH gerado foi de 1,12 + 0,17 e para a maior
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(8000:1) foi de 9,13 + 0,32. Em relagdo a concentragdo de Ac, demonstraram que, quanto

maior a concentragio usada (2000 pg), maior foi a eficiéncia de marcagdo (99,5%).

Iznaga-Escobar et al. (1998) [86] marcaram kits do Ac humanizado R3, realizaram
controle de qualidade e estudos de biodistribuigdo em camundongos e extrapolaram o
resultado obtido para humanos. O kit continha 3 mg de Ac reduzido, 10 mg de glicose € 150
uL de MDP (50 pg), 3,4 ug de fluoreto estanoso e 20 ug de acido p-aminobenzoico e foi
reconstituido com 185 — 370 MBq de ™ Tc, com 20 minutos de reagdo a temperatura
ambiente. A eficiéncia de marcagdo obtida foi de 98,5 + 1,5%, com menos de 2% de coldide.
A maior acumulag¢do do produto marcado foi nos rins (2,21 £ 0,4%). Os resultados foram
extrapolados para um humano de 70 kg e durante as primeiras 4 horas verificaram que a
porcentagem de dose injetada por grama nos pulmdes foi 2,087 + 0,250%, no figado 1,080 *
0,050% e nos rins 1,836 £0,120%.

Morales Morales et al. (1999) [87] realizaram a reducgido do Ac ior-egf/r3 com um
excesso molar de 2-ME de 2000:1 (2-ME:Ac), formularam kits contendo diferentes aditivos
como glicose, sorbitol, manitol, sucrose, inositol e trehalose, e determinaram a eficiéncia de
marca¢do em relagdo a estocagem e aos tipos de aditivos usados. Apos a redugdo do Ac
encontraram um n° médio de grupos —SH (determinado pelo método de Ellman) de 6,65 +
0,69 grupos por molécula de Ac. A eficiéncia de marcagdo encontrada ficou na média de
98,7% para o Ac reduzido e 98,5% para o kit. Em relagdo ao uso dos aditivos esses valores
foram: 90,8 £ 0,79% (manitol), 92,5 + 2,11% (sorbitol) e 97,5% (trehalose, glicose, sucrose e
inositol). Com relagdo ao tempo de estocagem tiveram uma eficiéncia de marcagdo de 80%

durante estocagem de 3 meses e o kit com glicose analisado apés 1 ano teve 90% de

rendimento.

Ramos-Suzarte et al. (1999) [76] fizeram estudos cintilograficos com o Ac ior
egf/r3 em solugdo marcado com 1,85 GBq de pertecnetato em 148 pacientes, sendo 126 com
tumores do tipo carcinoma epidermoide, adenocarcinoma, carcinoma ductal, lobular,
astrocitoma, glioma e outros tumores de origem epitelial e 22 negativos. Administraram uma
dose de 3mg de Ac marcado com 1,85 GBq de **™Tc¢ com uma pureza radioquimica maior que
90%, que foi considerada satisfatoria. A eficiéncia de marcagdo foi de 98,5% + 2,1%, com

1,2% de tecnécio livre e menos de 1,5% de coloide. A radioimunocintilografia identificou 106
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dos 126 pacientes com tumor e 22 dos 22 pacientes verdadeiro-negativo. A resposta HAMA
detectada ndo foi significativa e foi uma condicao transitoria.

Morales-Morales et al. (2000) [27] compararam trés tipos de Ac sendo eles o ior
egf/r3 e ior C5 (monoclonais) e H-R3 (humanizado). Preparam kits contendo 3 mg de Ac, 15
mg de glicose, 50 ug de MDP, 3,4 ng de estanho e 20 pg de acido p-aminobenzoico que foram
marcados com 1110 MBq de *™T¢ a temperatura ambiente com 10 minutos de reagdo. O n°
médio de grupos -SH foi 6,46 + 0,07, 5,28 + 0,06 e 6,08 + 0,02 para egf/r3, H-R3 e C5,
respectivamente. A eficiéncia de marcagdo foi de 99,35 + 0,35, 99,21 + 0,42 ¢ 99,62 + 0,28
para egf/r3, H-R3 e C5, respectivamente.

Perera et al. (2003) [7] marcaram o Ac h-R3, que tem afinidade pelo receptor do
fator do crescimento epidérmico, usando o radionuclideo **Re e comparando-o com *™Tc e
avaliaram sua estabilidade in vivo e in vitro. Usaram 0,5 mg de Ac em solug@o para marcagdo
com 185 — 222 MBq de '**Re durante 3 horas de incubagdo e 1,0 mg de Ac em solugio para
marcagio com 740 — 925 MBq de *™Tc durante 10 minutos de incubagdo, ambos marcados a

temperatura ambiente. A pureza radioquimica dos radiofarmacos fot maior que 97%.
1.9 Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN): Situacio atual no IPEN

O Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN), 6rgio da Comissio
Nacional de Energia Nuclear (CNEN), € o centro no Brasil responsavel pela produciio e
distribui¢do de radioisotopos e radiofarmacos para uso em diagnostico e terapia dentro da
especialidade de Medicina Nuclear.

Em 1959 houve interesse da classe médica brasileira em utilizar o "'I para
diagnostico da fungdo tireoidiana e apesar da baixa poténcia de operagdo do reator IEA-RI,
iniciou-se a produgdo deste importante radioisétopo. Novos produtos viriam posteriormente a
ser langados, tais como: *?P, para tratamento da Policitemia Vera; '*®Au coloidal, para estudo
do sistema reticulo-endotelial e terapia de lesdes malignas de grandes cavidades (peritoneal e
pleural); *'Cr, para marcacgdo de eritrécitos e proteinas séricas, como também a produgdo de
S ¥Br, “Na e “K.

A Medicina Nuclear no pais teve grande desenvolvimento quando se iniciou em
1981 a produgdo de geradores de #Mo-""T¢ e foram preparados os primeiros conjuntos de

. 99
reativos para marcar com ~ "LC.
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A existéncia de um ciclotron CV-28 instalado no final da década de 1970,
possibilitou a partir de 1987 a produgdo de ’Ga e a partir de 1992 a produgdo de '’ Em 1995
iniciou-se a produgdo rotineira de *>Sm-EDTMP usado para alivio das dores causadas por
metastases 0sseas.

A instalagio de um ciclotron com energia de prétons de 30 MeV, em 1998,
permitiu a producdo de 2°'TI (para estudos do miocardio) e a produgdo regular de BE_FDG que
vinha sendo preparado experimentalmente no ciclotron CV-28 desde 1997.

B11 ¢ a produgio

Iniciou-se em 2000 a produgdo de parte da demanda nacional de
de "I ultrapuro, util para obtengdo de radiofarmacos para receptores cerebrais e de outros
compostos de interesse na medicina nuclear brasileira.

O IPEN desenvolve suas atividades produzindo conhecimentos cientificos,
desenvolvendo tecnologias, gerando produtos e servigos e formando recursos humanos. As
pesquisas que estdo sendo realizadas no Centro de Radiofarmacia fazem parte do Plano
Diretor do instituto e entre elas esta o estudo dos anticorpos monoclonais ior-CEA-1 e ior-
EGF/R3 marcados com *™Tc¢ vinculado ao projeto ARCAL LII: “Produccién y control de
calidad de radiofarmacos basados en anticuerpos monoclonales”, Agéncia Internacional de
Energia Atdmica (IAEA) — Viena.

As principais aplicagdes clinicas da imunocintilografia com anticorpos
monoclonais sdo o estadiamento e avaliagio das recidivas tumorais. A maioria dos autores
aponta que a sensibilidade do método imunocintilografico € maior que os métodos padrdes de
diagnostico (80:60%).

Portanto, a disponibilizagdo para a classe médica de um radiofarmaco com esta

especificidade para detectar estes tipos de tumores tera um grande alcance social.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos foram desenvolver e aperfeicoar os processos de reducdo e
purificagdo, as técnicas da radiomarcagdo e os procedimentos de controle de qualidade
(radioquimico e imunorreatividade) dos anticorpos monoclonais ior-CEA-1 e ior-EGF/R3,
utilizando o método simples, rapido e eficiente de marcagao direta de anticorpo com *™Tc.

O resultado final foi a definicdo das condigdes de preparagdo de conjuntos de
reativos liofilizados do ior-CEA-1 e ior-EGF/R3 para uma eficiente aplicagdo diagnostica em

Medicina Nuclear.

COMISSAD NACIOMAL DE CHERSH HUCLEAR/SP-IPEN
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Infraestrutura e Equipamentos

Todos os procedimentos foram realizados nos laboratorios do Centro de
Radiofarmacia (CR) no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN-CNEN/SP).
Foram utilizados:

e Balanga analitica, modelo M-220: Denver Instrument;

e Placa de aquecimento: Fisatom,

e Liofilizador, modelo Supermodulyo: Edwards;

e Liofilizador: Thermo Savant;

e Calibrador de doses, modelo CRM™.-35R: Capintec;

¢ Contador automatico tipo pogo, com cristal Nal (T1), modelo D5002 cobra II: Packard-
Canberra;

e Espectrofotdmetro UV-VISIVEL, modelo U-2010: Hitachi Instruments;

e Espectrofotdmetro UV-VISIVEL, modelo DMS 80: Intralab S.A.;

e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE): Waters;

e Ultrassom, modelo T7: Thornton Inpec Eletronica,

¢ Coluna para CLAE Protein-Pak Diol (OH) 10 pm 7,5 x 300 mm: Waters;

e Coluna PD-10 de Sephadex G25 médio: Amersham Pharmacia Biotech;

e Suporte cromatografico: ITLC-SG fibra de vidro (Gelman) e Papel Whatman 3MM
(Whatman);

e Vidraria adequada e filtros;

e Estufa: FABBE,;

e Pipetas automaticas de 50 — 100 pL e 1 mL com pontas estéreis: Gilson,

e (Cabine de fluxo laminar,

e Suporte universal e pingas universais para segurar a coluna.
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3.2 Lista de Reagentes

e Anticorpo monoclonal ior-CEA-1: CIMAB - Cuba
1 mg/mL, lote 1999.04; 2 mg/mL, lote C9901; 2 mg/mL, lote P9901; 5 mg/mL, lote
DO0101; 5 mg/mL lote D0301

e Anticorpo monoclonal ior-EGF/R3: CIMAB - Cuba
10 mg/mL, lote 3305 — P9901; 5 mg/mL, lote 19405; 5 mg/mL, lote 820101; 5 mg/mL
lote D0301; 4,8 mg/mL, lote AC0304

e 2-mercaptoetanol (2-ME): Bio Agency e Sigma

e Solugdo fisiologica estéril (SFE) (NaCl 0,9%): Sanobiol e JP Indastria Farm. S.A.

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

o Fosfato de sddio monobasico monohidratado (NaH,PO4.H,0), FR: Merck

e TFosfato de sodio dibasico (Na;HPO,), grau de pureza p.a.: Merck

e Cloreto de Sodio (NaCl), grau de pureza p.a.: Merck

e Hidréxido de sodio (NaOH): Merck

o Agua bidestilada: Purificador Milli-RX 45 — Millipore

e Conjunto de reativo liofilizado de MDP: IPEN
Composig¢@o A: 5 mg de 4cido metilenodifosfonico (MDP), 1 mg de cloreto de estanho
IT dihidratado (SnCl; 2H;0) e 2 mg de acido p-aminobenzdico; Composigdo B: 5 mg
de MDP e 1 mg de SnCl, 2H,0; Composi¢do C: 5 mg de MDP, 1 mg de SnCl;2H,0,
0,1 mg de 4cido ascorbico e 20 mg de pirofosfato de sodio decahidratado

e Gerador de *Mo- *™Tc: IPEN-CNEN/SP (IPEN-TEC)

e Metiletilcetona (MEC): Synth (Labsynth)

¢ Etanol: Merck

e Hidroxido de amoénia: F. Maia

e Soroalbumina humana (SAH), Albumina humana a 20% Immuno: Baxter

e Antigeno CEA, CEA > 95%: Scripps Laboratories

e Antigeno R3, Epidermal growth factor: Scripps Laboratories

e Soro fetal bovino: Cultilab

e Cloridrato de cisteina (C3HsCINO,S*H,0): Merck

o Reagente de Ellman , 5,5'-Ditio-Bis (Acido 2-nitrobenzoico): Sigma
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3.3 Preparo das solugdes

3.3.1 Tampio Fosfato Salina (PBS) 0,1 mol/L pH 7,4

Para preparo da solugdo (A) pesou-se 5,516 g de NaH,PO,H;0 (0,2 mol/L) e
dissolveu-se em 200 mL de agua (H,O) bidestilada; para a solugdo (B) pesou-se 14,19 g de
Na,HPO, (0,2 mol/L) e dissolveu-se em 500 mL de H,O bidestilada. Foram misturados 95 mL
de solucdo A, 405 mL de solugdo B e 9 g de NaCl para preparo de um litro de solugdo. O pH
foi ajustado a 7,4 com solugdo de NaOH (2 mols/L).

3.3.2 Tampio Fosfato 0,1 mol/L pH 8,0 e 0,4 mol/L pH 7,0

Pesou-se 5,3 g de NaH,PO4.H;0 e 8,7 g de Na,HPO, para preparo de um litro de
solugdo de tamp@o fosfato 0,1 mol/L. pH 8,0. Para preparo de 200 mL de solugdo de tampdo
fosfato 0,4 mol/L pH 7,0 foi pesado 11 g de NaH,PO4.H,0 e 11,36 g de Na,HPOQj,. Para ajuste
do pH das duas solu¢des foi usado NaOH (2 mols/L).

3.3.3 Solugédes de cisteina

Foi preparada uma solu¢do mae de cisteina com concentragio de 10 mg/mL (83
mmol/L), para realiza¢o do teste de desafio a cisteina. Foi pesado 100 mg de cisteina para 10
mL de tampdo fosfato 0,4 molV/L pH 7,0. Foram feitas diluigdes para se obter as seguintes
concentragdes milimolares: 8,3, 0,83, 0,083 e 0,0083.

Para o teste de Ellman preparou-se uma solugio de 1,0 mmol/L, pesando 88 mg de
cisteina para 500 mL de tampéo fosfato 0,1 mol/L pH 8,0. As dilui¢es feitas para constru¢do
da curva padrio foram: 0,75, 0,5 € 0,25 mmol/L.

3.3.4 Reagente de Ellman

O reagente de Ellman foi preparado em uma concentragio de 0,3 mg/mL, usando

3,0 mg de reagente de Ellman para 10 mL de tamp3o fosfato 0,1 mol/L pH 8,0.
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3.4.1 Processo de reduciio e purificagio dos anticorpos

Um esquema geral de redugdo do anticorpo é mostrado na FIG. 8. Pontes
dissulfidricas dentro da molécula de anticorpo foram quebradas pelo uso do agente redutor 2-
ME e convertidas em grupos livres -SH. Seguindo uma purificagido subseqiiente, o anticorpo

reduzido resultante é estocado apropriadamente até seu uso [42].

P\

Inmuoglobnlinz

Anticorpo reduzido

FIGURA 8 — Esquema de redugdo das pontes dissulfidricas com 2-ME.

O método citado a seguir foi utilizado para a redugfo e purificagio dos anticorpos:

1. Soluggo de anticorpo com concentragfo entre 5 ¢ 10 mg/mL.

2. Lavada a coluna de Sephadex com PBS frio nitrogenado (durante 30 minutos) com pelo
menos 20 vezes o volume do anticorpo usado.

3. Adicionado 2-ME a solug@o de anticorpo em uma relagdo molar de anticorpo:2-ME de
1:1000.

4. Incubado a mistura a temperatura ambiente durante 30 minutos.

5. Purificado a solugdio (apds o tempo de reagfo) passando-a pela coluna de Sephadex e
eluido com PBS frio nitrogenado.

6. Coletadas 12 fragdes de 1 mL em tubos plasticos, mantidos fechados e frios.
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Neste processo além do tempo de redugdo inicialmente usado (30 minutos), foram

estudados os tempos de uma e duas horas.

3.4.2 Controle da pureza dos anticorpos reduzidos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

Amostras (10 pL) foram analisadas para determinagdo da estabilidade dos
anticorpos nativos e da pureza dos anticorpos reduzidos e purificados, perante a presenga do 2-
ME nas fragdes coletadas.

Também foi analisado um kit de MDP, o PBS, a Solugdo Fisiologica (SF) e o
agente redutor 2-ME, para determinacdo do tempo de reten¢do de cada composto presente na
formulag&o dos anticorpos.

As analises em CLAE foram feitas usando uma coluna Protein-Pak Diol (OH) e
tampao fosfato 0,1 mol/L pH 7,4 como solvente. O comprimento de onda usado foi de 254 nm

e o tempo de corrida de 20 minutos com um fluxo de 1 mL/min.

3.4.3 Avaliacdo da concentragio protéica dos anticorpos reduzidos

A absorbéncia das fragdes coletadas foi medida em espectrofotdmetro UV-VIS em
um comprimento de onda de 280 nm. As amostras foram diluidas usando-se PBS numa
proporgdo de 1:10 (anticorpo: PBS).

A concentragdo dos anticorpos reduzidos foi calculada usando a equagio 1

Proteina (mg/mL) = Azso / €280 (EQ. 1)

Nesta equagdo 0 £2g0 representa o coeficiente de extingdo de IgG a 1 mg/mL e é
igual a 1,4 mL/mg e Aygo representa a absorbéncia lida em espectrofotémetro a 280 nm.

Juntaram-se as fragdes cuja concentragdo foi maior que 0,5 mg/mL. Esterilizou-se

por membrana (Millipore 0,22 um) e refrigerou-se imediatamente (4 - 8 °C).

3.4.4 Determinagéio do n° de grupos —SH reduzidos

O método mais usado para determinag¢do dos grupos SH ¢ o método de Ellman’s,

no qual 5,5'-ditio-2 nitrobenzoato (DTNB) € usado para reagir com grupos SH para produzir
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uma substincia amarela com uma absorbincia maxima de 412 nm [89]. Este método €

simples, rapido e direto. Seguiu-se o procedimento descrito abaixo:

1. Pegou-se 50 uL do “pool” de anticorpo reduzido e purificado e adicionou-se 50 pL de
reagente de Ellman com concentragdo de 0,3 mg/mL em tampao fosfato 0,1 mol/L pH
8,0

Esta solug¢do foi diluida a 3,0 mL com tampao fosfato 0,1 mol/L pH 8,0

Incubou-se durante 15 minutos a temperatura ambiente

Mediu-se a absorbancia em espectrofotometro UV-VIS a 412 nm .

Sk Wb

Determinou-se a concentragdo de grupos sulfidrilas livres (-SH) por interpolagdo na
curva padréo de cisteina.
O nimero de mmol/L de anticorpo reduzido foi determinado utilizando a equagéo

2 e o numero dos grupos —SH por molécula de anticorpo foi determinado usando a equagéo 3.

mmol/L = [(mg de Ac/mL) / PM IgG] x 10°(EQ. 2)
-SH/mol de Ac = (mmol/L interpolado na curva de cisteina) / (mmol/L de Ac) (EQ. 3)

O tempo de incubag@o foi variado de 5 a 20 minutos. Foi feita uma varredura das
amostras com comprimento de onda de 190 — 900 nm para determinagdo da melhor condig¢do
do equipamento de UV-VIS utilizado.

Segundo o protocolo da AIEA [88], a faixa esperada do n° de grupos -SH por
molécula de anticorpo esta entre 4 a 6 grupos. Alguns autores encontraram uma faixa que

variou de 3 a 10 grupos —SH por molécula de anticorpo [27, 30, 42, 78, 80, 81, 85, 87].
3.4.4.1 Construg¢ao da curva padrio de cisteina

A construgdo da curva padrdo de cisteina foi realizada com as seguintes
concentragdes milimolares: 0,25, 0,5, 0,75 e 1,0. Amostras de 50 uL de cada solu¢do de
cisteina foram incubadas com 50 pL de solugdo de reagente de Ellman e 0,9 mL de tampao
fosfato 0,1 mol/L pH 8,0 por 5 minutos. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro UV-VIS,
com um comprimento de onda de 409 nm. Como solu¢do de referéncia usou-se 1 mL de

tamp@o fosfato 0,1 mol/L pH 8,0.
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3.4.5 Marcagio da formulagio sem liofilizagio

O método direto de marcagiio do anticorpo reduzido com *™Tc na presenga de
MDP desenvolvido por Schwarz e Steinstrasser (1987) e Mather e Ellison (1990) tem
mostrado vantagem sobre outras técnicas. Eles reportaram um estudo sobre a marcagfo de
anticorpos monoclonais pelo método direto utilizando uma mistura de metilenodifosfonato —
estanho (MDP-Sn) obtida de um conjunto de reativos comercial onde 0 MDP atua como
ligante fraco competitivo € o Sn** como agente redutor. Os grupos livres obtidos apos a
redugiio das pontes dissulfidricas da molécula de anticorpo por adi¢do de 2-ME, se unem ao
9T formando ligagdes *™Tc-S-. Dado que a introdugdo do *™Tc a proteina é um processo
com uma cinética “lenta”, ¢ para evitar a hidrélise e oxidagiio do **™Tc, utiliza-se um ligante
fraco como o MDP, que estabiliza o *™T¢ e acelera a cinética de marcagdo da proteina através

de um intercdmbio de ligantes. A marcagio é efetuada por reducdo do pertecnetato via Sn®*
(FI1G. 9) [87].

$H H5 |

2 Isnns| g sn2*
T Jsums| T MDP
“ ) e 4
T+
[1c0,]
Anticorpo redusido Anticorpo marcado

FIGURA 9 — Esquema de marcagio do anticorpo com **™Tc.

A marcagdo dos anticorpos na forma de soluggio foi efetuada de acordo com as
seguintes etapas:
1. Retirado do refrigerador um frasco de anticorpo reduzido e purificado (em solugéo) e
esperado adquirir a temperatura ambiente (18 —20°C)
2. Dissolvido um kit de MDP com 5 mL de solugdo fisiologica (SF).
Agregadas quantidades desta solugdo de MDP que continham entre 2 — 4 pg de Sn**
por mg de anticorpo.
4. Adicionado *™TcO4 eluido de um gerador de ®Mo-""T¢
5. A solugfo foi agitada e deixada em repouso, & temperatura ambiente, por 30 minutos
para reacgdo.
Durante o desenvolvimento do trabalho foram utilizados kits de MDP da produgdo

rotineira do CR que sofreram modifica¢8es visando a marcag@o com atividades crescentes de

COMISSAQ NACIORAL DE ERCRSI NUCLEAR/SP-IPEN
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99m

Tc. O kit de MDP usado para marcagio do ior-EGF/R3 foi o da composigéo C e para o ior-
CEA 1 foram os da composi¢do B e C.

Variaveis estudadas para o anticorpo ior-CEA 1: massa do anticorpo, volume do
kit de MDP (massa de MDP e estanho), atividade e volume do #mre04 e tempo de reagio.

Para o ior-EGF/R3 foram estudados os mesmo pardmetros com excegdo do volume de
99mTCO4_‘

3.4.6 Preparacio e liofilizacio da formulac¢io dos anticorpos reduzidos
3.4.6.1 Liofilizacio [90, 91]

A liofilizagdo € um processo de secagem pelo qual a agua contida no produto &
removida por sublimagio, ou seja, partindo-se de um material previamente congelado e
submetendo-se ao alto vacuo a agua passa diretamente do estado solido ao estado de vapor.

E uma técnica que serve para conservar preparagdes que serdo usadas como
substrato em produgo ou pesquisas e o produto final terd 0 mesmo volume inicial com baixa
densidade aparente.

As vantagens da liofilizagdo devem-se principalmente as seguintes razdes:

L)

¢ O produto, apos a liofilizagdo apresenta-se com teor de umidade residual muito baixo;

*
L X4

O processo € conduzido a temperaturas bem mais baixas do que aquelas exigidas pelos
processos comuns de secagem, evitando-se os problemas que podem ser ocasionados
pelas altas temperaturas;

% A degradagdo do produto por oxidagio é reduzida, pois a liofilizagdo processa-se sob
vacuo.

O processo de liofilizag@o habitualmente ¢ dividido em trés etapas:

% Congelamento inicial da solugdo — normalmente é realizado fora do liofilizador,
utilizando-se um equipamento especialmente desenvolvido para esta operagio. A 4gua
transforma-se em gelo com alto grau de pureza;

% Secagem primaria (sublimag&o) — estando o produto convenientemente congelado, os

recipientes s@o levados entdo ao liofilizador, onde, apdés um periodo de tempo

necessario para a estabilizagdo da temperatura, aplica-se ao vacuo, dando inicio a

sublimag@o da agua. Ao final desta etapa, consegue-se retirar do produto grande parte

da 4gua nele contida.
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< Secagem secundaria — a umidade que permanece no produto ¢ entdio reduzida,

utilizando-se uma secagem pelo calor, sob vacuo, ainda no liofilizador. A umidade

residual geralmente fica abaixo de 1%. Apos a finalizagdo desta secagem secundaria,

os recipientes sdo definitivamente fechados, sob vacuo ou ainda sob atmosfera de gas
inerte estéril (nitrogénio, por exemplo).

O tempo total do processo pode variar de 25 a 27 horas dependendo do liofilizador

usado.

3.4.6.2 Procedimento de liofilizacio dos anticorpos

O procedimento citado abaixo foi utilizado para a preparagdo dos anticorpos a
serem liofilizados. As amostras foram nitrogenadas antes da divisdo das aliquotas.
1. Foi dissolvido um kit de MDP com 5 mL de SF.
2. Agregaram-se quantidades desta solugdo de MDP que continham entre 1 — 8 pg de
Sn** por mg de anticorpo reduzido.
3. Fracionou-se 1 mL dessa solugdo em frascos de vidro estéril (tipo penicilina - pré-
resfriados) e procedeu-se a liofilizagio.
4. Concluida a liofilizag@o, os frascos foram lacrados, rotulados e conservados a 4-8 °C.
O kit de MDP usado para compor os kits do ior-EGF/R3 foi o da composigdo C e
paraoior-CEA 1foio A,BeC.

3.4.7 Marcacdo da formulacéio liofilizada (Kkit)

1. Foi retirado do refrigerador um kit e deixado que retornasse a temperatura ambiente
2. Adicionou-se ™TcOy eluido de um gerador de **Mo-"™Tc
3. A solugio foi agitada e incubada a temperatura ambiente.
As variaveis estudadas para os kits de ambos anticorpos foram: volume e atividade
do ™ TcO4 e tempo de incubagdo apos adigio do ™TcOy. Para os kits do ior-EGF/R3

também foi estudada a interferéncia da velocidade de adigdo do *™TcO, , comparando kits

normais e sem vacuo.
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3.4.8 Controle de qualidade dos anticorpos marcados [24, 92]

A ineficiéncia nos processos de marcagdo pode dar origem a impurezas
radioquimicas. A pureza radioquimica pode ser definida como a fragdo da radioatividade total
na forma quimica desejada presente no radiofarmaco. Estas impurezas podem ser causadas por
decomposi¢io do radiofarmaco por agdo do solvente utilizado, temperatura, luz, radidlise ou
marca¢do de uma impureza com o mesmo radionuclideo. A presenga deste tipo de impureza
(radioquimica) pode ocasionar padrdes de biodistribuigo diferentes ao esperado, produzindo
em conseqiiéncia: diminui¢do da qualidade da imagem, aumento da dose absorvida pelo
paciente e dificuldades na interpretagdo diagnostica, por isso sua determinac¢do € de suma
importancia. Além disso, a radiomarcagdo pode causar alteragdes significativas nas
propriedades bioldgicas e imunologicas na molécula do anticorpo, portanto a preparagdo foi
submetida a procedimentos de controle de qualidade mais especificos do que os estabelecidos

para a marcagio de moléculas ndo biologicas com ™ Tc.

3.4.8.1 Determinaciio da pureza radioquimica

As impurezas radioquimicas formadas decorrente do processo de marca¢do podem
Ser o proprio pertecnetato (*™FcO’,), decorrente da sua ndo reducdo; o o6xido de tecnécio
(TcO,), também denominado de tecnécio hidrolisado; e reduzido (TcHR), decorrente da
redugdo e ndo-complexagdo do metal; e outras espécies reduzidas e complexadas com arranjos
diferentes do desejado [24].

O resultado da pureza radioquimica representou o rendimento de marcagio,
pardmetro utilizado para comparagdo dos resultados experimentais de marcagdo. A pureza
radioquimica do ior-CEA 1 marcado com **™Tc deve ser maior que 90% (valor também usado
para o ior-EGF/R3), como determina o Manual de Protocolos de Qualidade de Radiofarmacos
[93].

A principal técnica utilizada para garantir a qualidade final dos radiofarmacos é a
cromatografia ascendente, em que a amostra do produto é aplicada sobre um suporte (fase
estacionaria) e arrastada por um solvente (fase movel). Na fase estacionaria foi usado papel
Whatman 3MM (1 x 10 cm) e camada fina ITLC-SG (fibra de vidro) embebida em uma
solugdo de soro albumina humana 5% (1,5 x 10 cm). Na fase movel usaram-se os solventes
SF, MEC e etanol:amdnia:agua (ETOH:NH4OH:H,0) em uma proporgao de 2:1:5 (v:v:v).
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Os valores do tempo de retengdo (Ry) das possiveis espécies quimicas presentes

apOs a marcagdo para cada sistema cromatografico estudado estio listados na TAB. 4.

TABELA 4 — Determinagio do R¢ dos produtos nos trés tipos de solventes

*Ry
ESPECIE ~ 8§ MEC ETOH:NH,0H:H.0

»WTe reduzido hidrolisado (TcO,) 0,0 0,0 0.0

M c-anticorpo 0,0 0,0 0.7-0.8

PmEe-MDP 1,0 0,0 1.0

¢ livre (TcOy) 1,0 1,0 1.0

*R; (Fator de retengio): € a relagiio entre o quanto a espécie quimica migrou em relagdo a corrida do solvente.

3.4.8.2 Imunorreatividade

Dado que a principal caracteristica dos anticorpos € sua capacidade de unir-se de

forma extremamente seletiva a outra molécula, ex. um antigeno, é importante determinar se o

anticorpo uma vez radiomarcado conserva suas propriedades imunorreativas. Esta medida

pode ser realizada por métodos quantitativos ou qualitativos de imunoanalises [92].

A determinagdo da fragdo imunorreativa, que é a porcentagem do anticorpo

radiomarcado que mantém a sua especificidade original de ligagdo ao antigeno, foi

determinada utilizando cromatografia de afinidade em camada delgada:

Preparo das fitas cromatograficas:

1.

Ativaram-se as fitas cromatograficas de fibra de vidro (1 x 10 ¢cm) impregnadas de
silica gel ITLC-SG) durante 30 minutos por aquecimento a 110°C.

Prepararam-se as fitas com antigeno positivo semeando 200 pL de antigeno (10
ug/mL) sobre as fitas de ITLC-SG ativadas, a aproximadamente 3 cm da parte
inferior, deixando 20 segundos para o antigeno se impregnar na fita.
Submergiram-se as fitas completamente por 2 segundos em uma solugio de soro
albumina humano (5 mg/mL) em salina 0,9%, retirou-se as fitas e deixou a solugio
impregnar durante 20 segundos.

Enxaguaram-se as fitas com agua bidestilada e secou-se com ar frio.

As fitas foram colocadas em uma estufa a 37 °C para secagem completa

As fitas com antigeno negativo foram preparadas semeando 200 puL de soro fetal

bovino. Seguiu-se 0 mesmo tratamento dado as fitas de antigeno positivo.
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Marcacio do anticorpo:

% Reconstituiu-se um kit de anticorpo (1,0 mg de anticorpo / frasco) com 5 mL de
solugdo de *™TcOy4 e diluiram-se aliquotas de 2 pL (0,4 ug de anticorpo) em 10
puL com soro fetal bovino. Os 10 pL foram colocados sobre as fitas tanto de

antigeno positivo quanto de antigeno negativo.

o
0’0

A cromatografia foi desenvolvida em PBS:etanol a 4% até aproximadamente 9 cm.
Cortaram-se as fitas pela metade (FIG. 10) para determinagdo da porcentagem da

fragdo imunorreativa (%FI). O célculo foi realizado utilizando a equagdo 4:

% FI = (0/T) x 100 - % Ul (EQ. 4
onde:
O = Atividade na origem da tira de antigeno positivo
T = Atividade total aplicada na tira de antigeno positivo

%UI (unidio inespecifica) = (Atividade na origem / Atividade total) x 100, da fita de antigeno
negativo.

Antigeno + Antigeno -
® ©
° °
[ =
E E
o o
2 =]
o ¢}
(O /T)100 % U1

FIGURA 10 - Determinagfo da porcentagem da fragdo imunorreativa.

O soro fetal bovino foi diluido usando-se 0,5 mL de soro € 9,5 mL de SF. De
acordo com 0 ARCAL LII [88] a %Ul obtida nas fitas de antigeno negativo pode variar de 8 —
20%. No entanto, a %F1 é de aproximadamente 60 — 70%.
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3.4.8.3 Desafio a Cisteina

Estudos de transquelagdo avaliam a resisténcia da ligagdo dos complexos
anticorpo-99mTc sobre a presenca de cisteina no corpo. A solug@o de cisteina usada para este
teste foi preparada conforme descrito no item 3.3.3.

Apébs obtengdo das seguintes concentragdes milimolares de cisteina: 8,3, 0,83,
0,083 e 0,0083, realizou-se uma diluig@io (1:3) da solugdio original de um kit anticorpo-"""Tc
(contendo 1 mg/mL), tomando 200 uL desta solugdo e agregando 400 pL de tampéo 0,4 mol/L
pH 7,0.

Depois foi agregado 90 pL desta solu¢do de anticorpo a cada 12 pL de cada uma
das solugdes de cisteina, incluindo uma sem cisteina (branco). Estas solugbes foram incubadas
a 37°C durante uma hora e analisadas por cromatografia em papel Whatman 3MM, usando

solugdo fisioldgica como solvente de corrida.
3.4.9 Estabilidade dos kits

A estabilidade foi estudada em intervalos de tempo definidos apés a marcagio (0 —
24h) e em relagdo ao tempo de estocagem. O rendimento de marcagdo foi analisado como

descrito em 3.4.8.1.
3.4.10 Estudos de imagem com os anticorpos marcados com *>™T¢

Células de tumor pancreatico do tipo AR42J foram implantadas no dorso de
camundongos nude machos e esperou-se o crescimento do tumor para entdo efetuar o uso
desses animais.

O estudo de imagem foi realizado com 4 camundongos nude machos: 2 com tumor
e 2 sadios. Foi usado um par tumor/sadio para cada anticorpo.

A aquisi¢do das imagens foi realizada no Centro de Medicina Nuclear em um
equipamento Siemens LEM+ portatil (FIG. 11) analdgico com campo de visio circular
pequeno, analisador multicanal de espectro entre 15 keV e 510 keV e até 2 “janelas de
energia” simultaneas, colimadores para baixa energia (até 200 keV) para imagens em projec¢io

planar real, convergente, divergente e convergente invertida. Computador de aquisi¢do de
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4, RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Processo de reduciio e purificacio dos anticorpos

Os anticorpos usados neste trabalho foram doados por CENTIS (Cuba) que ndo
forneceram nenhum tipo de informagio sobre pureza e validade dos mesmos.

As redugdes dos anticorpos foram realizadas conforme a necessidade de uso e a
disponibilidade de massa e volume de anticorpo. A massa reduzida para ambos variou de 5 a
10 mg e a quantidade de agente redutor 2-ME de 2,5 a 10 pL.

Nos primeiros experimentos, o tempo de rea¢éo usado foi de 30 minutos, conforme
citado em literatura [42, 85, 88]. Apos um certo tempo de estocagem do anticorpo nativo, foi
notado que esse tempo de reducio talvez estivesse sendo insuficiente para reduzir as pontes
dissulfidricas, devido a queda no rendimento de marcagdo. Portanto, o tempo de rea¢do usado
na redugdo foi avaliado e modificado, com a finalidade de melhorar a eficiéncia de marcagio

dos anticorpos como mostra a TAB. 5.

TABELA 5 — Relagfo entre a massa de Ac, tempo de redugio e rendimento de marcagio.

Massa de anticorpo (mg)‘“ .. Tempo de redugio Rendimento de marcaciio (%)

5 mg de ior-CEA 1 | 7 30 minutos 96,2 (1)*

10 mg de ior-CEA 1 30 minutos 98,0 (2)
10 mg de ior-EGF/R3 30 minutos 98,8 (3)

10 mg de ior-CEA 1 30 minutos 34,4 (4)

5 mg de ior-EGF/R3 30 minutos 55,6 (5)

5 mg de ior-EGF/R3 1 hora 99,1 (6)

10 mg de ior-CEA 1 1 hora 61,5 (7)

10 mg de ior-CEA 1 2 horas 99,8 (8)
10 mg de ior-EGF/R3 2 horas 96,7 (9)

* O numero entre parénteses representa a ordem cronoldgica em que os experimentos foram
realizados.

Os dados obtidos confirmam que nos primeiros experimentos, o tempo de reagdo
de 30 minutos foi suficiente para reduzir as pontes dissulfidricas e o rendimento de marcagéo

ficou em torno de 97%, independentemente da massa de anticorpo usada. A medida que o
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tempo foi passando, percebe-se uma queda no rendimento de marcagéo e a necessidade de se
aumentar o tempo de rea¢do no procedimento de reducéo.

Com isso, o tempo de reagdo foi aumentado proporcionalmente de acordo com a
massa de anticorpo usada, melhorando assim o rendimento de marcagfio. Para 5 mg de

anticorpo o tempo de reagdo adotado foi de 1 hora e para 10 mg o tempo foi de 2 horas.

4.2 Controle da pureza dos anticorpos em CLAE

As fragdes reduzidas e purificadas dos anticorpos foram analisadas em CLAE para
determinagfo da pureza dos anticorpos nativos e verificacdo da presenga do agente redutor 2-
ME nas fragdes coletadas apds o processo de redugdo e purificagdo. Também foram analisados
todos os reagentes usados em todo o processo de formulagdo dos kits.

A FIG. 12 ilustra os cromatogramas dos reagentes usados no processo de redugdo,

purificacdo e liofilizagdo dos anticorpos.
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FIGURA 12 — Cromatogramas: (A) Solugéo Fisiolégica; (B) 2-ME, (C) PBS e (D) kit MDP.

Foi determinado o tempo de retengdo (Rt) para Solugdo Fisiolégica (SF), 2-ME,
PBS e kit de MDP. Na FIG. 12 (A) e (C) observa-se a auséncia de picos porque a SF nédo tem

nenhum componente que absorva no comprimento de onda estudado (254 nm) e o PBS foi
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usado como solvente, sendo a linha base do sistema. Para o agente redutor 2-ME, o Rt
encontrado foi 12,22 minutos. Este tempo tardio é favoravel porque facilita a separagfo entre o
redutor (considerado um contaminante pds-purificagfio) e o anticorpo (Rt 6,67 ¢ 7,84, como
explicado a seguir). Os valores encontrados correspondem a literatura [94]. O kit de MDP
apresentou varios picos com Rt variando de 9,29 — 12,24, cada pico representa um composto
pertencente ao kit.

A FIG. 13 mostra os cromatogramas UV dos anticorpos CEA nativo, EGF/R3

nativo e EGF/R3 reduzido antes da purificagio.

(a) g (b)
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FIGURA 13 — Cromatogramas: (a) CEA nativo, (b) EGF/R3 nativo e (¢) EGF/R3 reduzido

antes da purificagdo.

Os dois anticorpos nativos apresentaram Rt muito parecido. Para o ior-CEA 1 o Rt
determinado foi 7,84 minutos e para o ior-EGF/R3 foi 6,67 minutos, apesar de aparecer um
pico com 4,89 e um com 11,44 minutos (estes nio foram identificados). Percebeu-se que os
anticorpos nativos estavam puros e até o tempo da analise ndo haviam sido formados grumos.

No espectro obtido para o anticorpo ior-EGF/R3 apenas reduzido antes da

purificacfio, FIG. 13 (c), detectou-se a presenga do redutor 2-ME, facilmente reconhecido pelos
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tempos de retengdo distintos, o que confirma a importancia do processo de purificagdo para
eliminagdo do mesmo.

As 12 fragdes dos dois anticorpos foram analisadas individualmente por CLAE,
apresentando resultados semelhantes. A FIG. 14 exemplifica um dos experimentos feito com
algumas fragdes do anticorpo ior-EGF/R3 coletadas no processo de purificagéo, para identificar

em qual delas o 2-ME comeca a surgir.

Fragio 2 ' Fragio3 :*3
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FIGURA 14 — Cromatogramas das fra¢des 2, 3,4, 5,6 ¢ 7.
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com os dados apresentados na literatura, os resultados encontrados no presente trabalho foram
superiores, para as condi¢des otimizadas.

Também foram analisadas amostras do anticorpo reduzido mas sem purificag@o
pela coluna PD-10 e a quantidade de grupos —SH obtida foi 32,4 (EGF/R3) e 31,5 (CEA).
Certamente isso foi devido a presenga do contaminante 2-ME, como observado por Mather e
Ellison [42], indicando que se o 2-ME sobreviver a etapa de filtragdo gel pode mascarar a
quantificagdo dos grupos -SH. Foi demonstrado experimentalmente que o 2-ME absorve no

comprimento de onda utilizado nesta analise.

4.5 Marcacao dos anticorpos

Os anticorpos foram primeiramente testados em solugdo para determinagio e
otimizagdo de alguns pardmetros e posteriormente na forma de kits. Os resultados serdo
apresentados separadamente para cada um dos anticorpos, pois em alguns casos os pardmetros
diferiram entre si.

Neste topico, também serdo apresentados os resultados da estabilidade estudada

em intervalos de tempo definidos apos a marcagio (0 — 24 h).

4.5.1 Marcacio sem liofilizacio: ior-CEA-1

O Sn** reduz o *™Tc¢ para ligagio aos grupos sulfidrilas, portanto a redugdo do
pertecnetato foi realizada com um kit comercial de MDP, que contém SnCl,.

A otimizagdo da marcagdo foi realizada pela variacdo dos pardmetros incluindo
massa de anticorpf) (0,5, 1,0 e 2,0 mg), volume do kit de MDP (10, 29 e 50 pL), massa de Sn**
(1,0, 3,0 e 5,0 pg), atividade do *™Tc¢ (55,5 — 2619,6 MBq [1,5 — 70,8 mCi]) e volume do
#MT¢ (1 -3 mL). O tempo apds adigio do *™Tc também foi observado de 15 até 180 minutos.
O pH 7,0 manteve-se constante.

O primeiro estudo foi realizado variando o volume do kit de MDP e
conseqiientemente a massa de estanho presente nas marcagdes (FIG. 18). Para isso foi usado

0,5 mg de Ac, 59,2 MBq (1,6 mCi) de *™Tc (1 mL) e tempo de reagio de 30 minutos.
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% Lote C (1 mg de Ac, 20 ul. de MDP e 2,0 ug de Sn*’)
Os kits deste lote foram preparados com uma quantidade maior de MDP e estanho
do que os kits do lote B. Foi usado 103,6 MBq (2,8 mCi) de *™Tc em 1 mL e tempo de reagio
de 30 minutos. A marcacdo foi analisada até 120 minutos (2 horas) pos-adi¢io do *’"Tc. Os

valores de rendimento de marcagdo obtidos sdo mostrados na TAB. 9.

TABELA 9 - Rendimento de marcagdo dos kits do Lote C.

Lote C
Tempo apés adicio do *™Tc (h) Rendimento de marcacio (%)*
0.5 32.4 +3,1
1 o 31,3+£1.4
2 o 19.9 + 3.1

*média =+ DP (n = 3)

Foi observado na marcagdo dos kits deste lote que ao adicionar-se **™Tc ao kit, o
mesmo formava “grumos” e ndo dissolvia corretamente. O baixo rendimento de marcagio
obtido para estes kits foi em conseqiiéncia desta situagdo que ndo havia sido observada
anteriormente. o ' | ‘

Com o prosseguimento dos experimentos percebeu-se que essa formagdo de
“grumos” foi decorrente do tempo de estocagem do anticorpo, que ndo possuia mais as
qualidades do inicio do trabalho. Esta situagdo foi contornada mudando-se o tempo usado na

redugdo dos anticorpos, como ja discutido no item 4.1.

< Lote D (1 mg de Ac, 29 ul. de MDP e 3,0 ug de Sn**)
Este lote foi preparado com as melhores condi¢des encontradas nas marca¢des do
anticorpo em solugéo aquosa. Na marcagdo foram variados o volume e a atividade de *"Tc. O

tempo de reacdo foi 30 minutos e a estabilidade acompanhada até 24 h, como mostra a TAB.
10.
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Até as primeiras 4 horas o rendimento de marcagdo permaneceu praticamente
inalterado (média de 80,5%) e s6é melhorou apds 24 horas chegando aproximadamente a
90,0%. Ferro-Flores e Lezama-Carrasco [79] verificaram ao marcar o Ac CEA usando um kit
de HEDP que o mecanismo de marcagdo € realizado via troca de ligantes e observaram que

?"Te-Ac com a diminuigio de *™Tc-HEDP ao longo do

houve um aumento da quantidade de
tempo. Este fato pode explicar a melhora do rendimento de marcagio obtida apos 24 horas de
marcagao.

No geral os kits do anticorpo ior-CEA-1 tiveram bons rendimentos de marcagdo e
foram estaveis até 4 horas apos marcagdo. Os kits do Lote D preparados com as melhores
condigdes (determinadas na marcacdo sem liofilizagdo) foram os que apresentaram o melhor

PmTe Os Unicos kits

rendimento radioquimico e foram estaveis até 24 horas apos adigdo do
que apresentaram rendimentos inferiores a 50% foram os do Lote C devido o problema de

formagao de grumos ao adicionar o ™ Tc.

4.5.3 Marcacao sem liofiliza¢ao: ior-EGF/R3

A otimizagdo da marcagdo foi realizada pela variagdao dos parametros incluindo
massa de anticorpo (0,5, 1,0 e 2,0 mg), volume de MDP (10, 29 e 50 uL), massa de Sn** (1,0,
3,0 e 5,0 ug), atividade do **™Tc (54,39 — 1132,20 MBq [1,47 — 30,6 mCi]) e tempo de reagdo
(5 - 45 minutos). A estabilidade radioquimica do complexo foi observada até 24 horas. O
volume de *™Tc usado em todas as marca¢des foi 1 mL e o pH 7,0 manteve-se constante.

O prirﬁeiro estudo foi realizado variando o volume do kit de MDP e

conseqientemente a massa de estanho presente nas marcagdes (FIG. 26). Foi usado 1 mg de
Ac, 203,5 MBq (5,5 mCi) em 1 mL de *™Tc.
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O melhor tempo de incubagdo do anticorpo com *Tc foi de 30 minutos, como
confirmado com o anticorpo em solugdo aquosa no item 4.5.3. A média em todos os tempos
foi de 94,0% =+ 2,0%. '

A TAB. 14 apresenta os rendimentos de marcag¢do obtidos com a variagdo do

99m

volume de “""Tc¢ usado para reconstituir o kit de anticorpo (lote A’). Tempo de reagdo de 30

minutos.

TABELA 14 - Comparacio do rendimento de marcagdo com a variagio do volume de *"Tec.

Volume de ™TcO4 (mL) Rendimento de marcacio (%)
97.9
. 72,1
B T R 97,2
99m

Os valores obtidos com 1 € 5 mL de “""Tc¢ foram satisfatorios, ficando numa média
de 97,5% £ 0,4%. Com o volume de 3 mL o rendimento permaneceu abaixo do recomendado
(72,1%), apresentando altos indices de impurezas. O que foi percebido na marcagdo do Ac ior-

CEA 1 é que com esse volume de *™

Tc consegue-se bons rendimentos de marcagdo, mas
ocorreu alguma interferéncia nessa marcagdo do ior-EGF/R3 em particular que foi percebida
posteriormente e o experimento nio foi repetido.

Os kits foram testados usando alta atividade de *™Tc, o que ¢ de importancia a
aplicagdo clinica do radiofarmaco. Foi feita uma comparagio entre os kits do lote A’ (com 29
uL de MDP € 3,0 ug de Sn”") e do lote B’ (com 87 uL de MDP e 8,0 pug de Sn"). Neste caso
foi usado 1 mL de *™Tc ¢ um tempo de reagio de 30 minutos. Os resultados da cromatografia

estdo expressos na TAB. 15.

TABELA 15 — Rendimento de marcagio em relacéo a altas atividades de *™Tc.

Lote  Atividade de"Tc (MBq) Rendimento de marcacio (%)

A 501.4 96,2
A 21719 - 91
B 19758 ST 93,7

B’ 2301.4 : 91.1
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Analisando os resultados percebe-se que ndo houve grandes diferengas em relagao
aos lotes estudados. Usando praticamente a mesma atividade de *"Tc, 2171,9 € 2301,4 MBq
(58,7 € 62,2 mCi), o rendimento de marcagdo dos dois lotes ficou muito proximo. '

Com o prosseguimento dos experimentos, os Kits comegaram a apresentar baixos

9

. ~ . .. 9 .
rendimentos de marcag¢do e foi observado que ao adicionar ~~"Tc nesses kits, os mesmos

99mT C

estavam apresentando uma camada de espuma. Para saber se a velocidade de inje¢do do
estava interferindo na formagdo dessa espuma, foram realizados testes onde o vacuo do kit foi
retirado com uma seringa e comparado com o kit normal (com vacuo).

A TAB. 16 apresenta os rendimentos de marcagdo (lote A’) obtidos com o frasco

normal (a vacuo) e sem vacuo (retirado com uma agulha).

TABELA 16 — Comparag@o do kit a vacuo e sem vacuo

Normal Sein vacuo
[ 21,3+438 88,7+24
- W
S 8
Ets 46,0 +13 789+ 1,7
FET
e 2 694+58 956 £ 0,1

Analisando os resultados da TAB. 16 nota-se que a retirada do vacuo dos frascos
dos kits com agulha ajudou muito a melhorar o rendimento das marca¢des, chegando a
melhorar de 69,4 para 95,6%. Contudo esse ndo foi considerado o melhor método para se
melhorar os resultados e a solu¢do encontrada foi aumentar o tempo de reagdo no processo de

redugdo e o resultado encontrado foi bem satisfatorio, como pode ser visto na TAB. 17.

TABELA 17 — Rendimento de marcagdo em relagdo ao tempo usado na redugdo do anticorpo.

Tempo de reacio (h)

1 2
L =
_E_ § ;\? 447 : 94,8
TE” -
D? % 472 96,2
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Em uma analise geral, os kits do Lote A’ apresentaram bons rendimentos de
marcacdo. O tempo adequado foi de 30 minutos, como ja havia sido comprovado na marcagdo
sem liofiliza¢do. O volume de #*™T¢ mais apropriado foi 1 € 5 mL e a maior atividade para as
condi¢des do kit foi 2171,9 MBq (58,7 mCi). Apés o aumento do tempo de reagdo da redugdo
do anticorpo, ndo foi mais necessario & retirada do vacuo dos frascos.

Os kits do Lote B’ tiveram bom rendimento de marcagdo usando 1 mL de PP

com uma atividade de até 2301,4 MBq (62,2 mCi).

4.6 Estabilidade dos kits

A estabilidade foi estudada em intervalos de tempo definidos apds a marcagdo (0 —
24 h), como mostrado nos itens 4.5.1, 4521, 453, 45.4.1 e em relagdo ao tempo de
estocagem. Aqui serdo apresentados os resultados da estabilidade em relagdo ao tempo de
estocagem dos kits em geladeira. O rendimento de marcagdo foi analisado como descrito em
3.48.1.

A TAB. 18 apresenta os resultados dos kits do lote A’ (1,0 mg de Ac ior-EGF/R3,
29 pL de MDP ¢ 3,0 pg de Sn **) estocados por 2 meses em geladeira.

TABELA 18 - Estabilidade dos kits do Lote A’ (ior-EGF/R3) ap6s estocagem por diferentes
periodos.
Lote A’

Rendimento de marcacio (%)
Tempo (meses)

1° kit 2° kit 3° kit

0 97,9 95,7 97.2
1 80,5 : 95.5 -

2 - 86,4 98.9

No primeiro estudo realizado, o rendimento inicial foi de 97,9% caindo para
80,5% apos um més de estocagem. No segundo estudo n3o houve diferenga entre o
rendimento inicial € apés um més de estocagem (95,7 e 95,5%) e apos 2 meses o rendimento
caiu para 86,4%. O terceiro estudo foi o mais satisfatorio mostrando que o kit permaneceu
estavel apos 2 meses de estocagem, apresentando um rendimento de marcagdo de 98,9%. No
geral, os kits deste lote tiveram bom rendimento de marcagdo e mostraram-se estaveis apos

estocagem em geladeira.
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Nio foi notada diferenca nos primeiros 8 dias de estocagem dos kits e o
rendimento de marcagio manteve-se praticamente constante. No segundo estudo, o
rendimento inicial obtido foi de 99,8% e apés 3 meses esse valor foi de 98.8%. Morales
Morales et al. [87] tiveram uma eficiéncia de marcagdo de 80,0% durante estocagem de 3
meses de um kit de ior-EGF/R3 sem uso de nenhum tipo de aditivo.

O lote E (1,0 mg de ior CEA-1, 38 uL de MDP ¢ 4.0 ug de Sn*') foi estudado

apenas apos alguns dias de estocagem, como mostra a TAB. 21.

TABELA 21 - Estabilidade dos kits do Lote E (ior CEA-1) ap6s estocagem por diferentes

periodos.
Lote E
Tempo (dias) Rendimento de marcacio (%)
0 98.0
8 97.7

Os kits deste lote apresentaram em média bom rendimento de marcagdo (97,8%)
apos 8 dias de estocagem.
De forma geral, foram obtidos bons rendimentos de marcagdo para todos os lotes

analisados, comprovando a estabilidade dos kits apds estocagem em geladeira.
4.7 Imunorreatividade

Quando se emprega um anticorpo monoclonal com fins diagndsticos ou
terapéuticos, € essencial comprovar que o processo de marcagdo ndo danificou a regido do
anticorpo que reconhece o antigeno. A estabilidade da proteina deve ser estudada tanto do
ponto de vista bioquimico quanto do ponto de vista imunoldgico verificando a conservagio da
capacidade de reconhecimento pelo antigeno [92].

A proporgdo do anticorpo marcado presente (atividade total) capaz de unir-se ao
antigeno respectivo pode-se denominar de fragdo da imunorreatividade (FI) [92].

Uma forma sensivel de realizar esta determina¢do em laboratorio € mediante a
imunocromatografia, onde se adsorve um excesso de antigeno puro sobre ITLC-SG ou outro
suporte, aplica-se uma amostra do anticorpo marcado e desenvolve-se o cromatograma em um

solvente que permita separar o complexo antigeno-anticorpo do anticorpo livre. Medindo-se a
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atividade associada a fita, calcula-se a fragdo da imunorreatividade [92]. O método usado
neste trabalho foi descrito no protocolo da AIEA [88].

Neste estudo foram utilizados os antigenos CEA e EGF/R (Scripps) assumidos
serem eficientes ¢ sem problemas estruturais. A etapa de preparagdo das fitas € muito
importante e requer cuidados para nao ocasionar resultados incorretos.

Para o anticorpo ior-CEA 1 a média conseguida da FI foi de 62,9 + 2,4%,
mostrando que o processo de redugdo com 2-ME e marcagio com ~™Tc ndo afetou a sua
capacidade de liga¢do ao antigeno. Este resultado esta de acordo com o obtido por Seccamani
et al. (1991) [98] que foi cerca de 60,0%, usando o método de cromatografia por
imunoafinidade.

No caso do anticorpo ior-EGF/R3 a média da % FI obtida foi 45,4 + 0,7%, ndo
sendo alcangada a faixa esperada de 60,0 — 70,0%. O que se percebeu para este anticorpo foi
uma alta % de unido inespecifica superando o limite de 20,0% permitido. Notou-se que o
processo de marcagdo ndo afetou a imunorreatividade do anticorpo, mas verificou-se que este
anticorpo reconheceu tanto o antigeno EGF/R quanto o soro fetal bovino usado como ligagao

inespecifica.

4.8 Desafio a cisteina

Transquelagdo para cisteina foi estudada em 5 razdes molares. Foi observado que
para a maior razgo molar (8,3 mmol/L), o #mTc-EGF/R3 foi relativamente mais suscetivel ao
ensaio de cisteina do que o *™Tc¢-CEA 1. ‘

A maior razdo molar demonstrada para causar deslocamento sugeriu que a
resisténcia de ligagdo dos anticorpos-""Tc foi bem alta (média de 17,2% para ior-CEA 1 e
20,5% para ior-EGF/R3), como mostra a FIG. 31.
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Na FIG. 34 observa-se um acumulo de atividade na cauda do camundongo com
tumor, devido a dificuldade na hora de injegdo do radiofarmaco, ocasionando uma retengao no
local. r | ‘

Para quantificagdo das imagens, foi estabelecido a radioatividade retida no
camundongo inteiro ¢ depois no tumor, fornecendo a % de captagdo em relagdo ao corpo

inteiro como mostrado na TAB. 22.

TABELA 22 — Porcentagem (%) de dose captada no tumor em relagdo ao corpo inteiro.

Anticorpo % de dose captada no tumor
ior-CEA 1 _ 14,7
ior-EGF/R3 26.0

Com este tipo de medida ndo dé& para saber a % de captagdo em relagdo a dose
injetada, consegue-se apenas saber a % em relagdo ao corpo inteiro no momento do sacrificio.
A diferenga observada entre os dois anticorpos provavelmente ¢ devido a quantidade de
farmaco que ficou no local de injecdo para o camundongo injetado com o anticorpo ior-CEA 1
(FIG. 34).

Para ambos anticorpos marcados, nenhuma acumulagdo seletiva foi vista nos
orgdos sadios, com excecdo das glandulas salivares, tiredide, figado e estomago, tanto nos
camundongos sadios quanto nos com tumor. '

| A visualizag@o da tiredide, glandulas salivares e estomago pode ser resultado de
uma pequena quantidade de pertecnetato livre decorrente da degradacdo dos produtos
marcados, como ja observado por Ramos-Suzarte et al. [76].

O figado mostrou alta captagdo em relagdo aos outros 6rgdos e isto sugere que ele
pode ser considerado o maior Orgdo de catabolismo [78] e metabolismo de proteinas
radiomarcadas e seus produtos de degradagio [84, 98]. Notou-se entdo que para anticorpos
marcados podemos ter 2 vias de excrecdo: a renal e fecal. Neste estudo percebeu-se a
predominancia da excregdo fecal.

Alguns autores [27, 82, 83, 85] em estudos de biodistribui¢do com anticorpos
marcados em camundongos, observaram que além do sangue, os 6rgdos que tiveram a % de

dose injetada por grama de tecido mais significativa foram os rins, pulmdes, figado, bago e
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intestino. Com isso, percebe-se que os Orgdos visualizados nas imagens obtidas neste estudo
estdo de acordo com o esperado pela literatura.

De acordo com Fritzberg (1987) [43], em estudo realizado com fragmentos de
anticorpos, a localizagdo significante do produto marcado no tumor foi vista apos 4 horas da
injegdo e conseguiu-se um bom clareamento central do corpo apds 10 horas, indicando um
clareamento sanguineo lento tipico de anticorpos monoclonais. Considerando o resultado
encontrado por este e outros autores, a localizagdo do tumor foi demonstrada com sucesso
apos 24 horas de inje¢do dos anticorpos marcados e as cintilografias obtidas comprovaram a

eficiéncia do radiofarmaco.
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5. CONCLUSOES

A metodologia de marcagio, liofilizagdo e controle de qualidade usada permite a

preparagdo de um kit estavel de anticorpos monoclonais para distribui¢do a classe médica,

onde os produtos podem ser obtidos com alto rendimento radioquimico assegurando sua

eficacia no radiodiagnostico.

1.

10.

11

Do lado experimental destacam-se:
A redugio dos anticorpos ior-CEA-1 e ior-EGF/R3 foi eficiente, com uma boa
porcentagem de recuperagéo da proteina reduzida.
Estabeleceu-se uma relagdo entre a massa de anticorpo e o tempo de redugéo usado.
A analise das fragdes reduzidas dos anticorpos em CLAE foi importante para
determinar a pureza dessas fragdes quanto a presenga do redutor 2-ME considerado um
contaminante, otimizando assim a escolha das fragdes usadas para marcagdo sem
liofilizagdo ou para compor os kits.
O numero de grupos livres —SH encontrado para os dois anticorpos foi satisfatorio,
comprovando sua importdncia no processo de marcagio.
Este trabalho mostrou a importdncia de se estabelecer as melhores condigdes de
marcacgio em solugdo antes do processo de liofilizaggo.
Os kits mostraram-se estaveis quando estocados em geladeira, provando que o
processo de formulagio e liofilizago foi eficiente.
A radiomarcagio dos anticorpos com *™T¢ ndo afetou a imunorreatividade dos
mesmos.
O P™Tc-EGF/R3 foi mais suscetivel ao desafio a cisteina do que o ™ Tc-CEA-1, mas
no geral ambos mostraram-se estaveis na presenga da cisteina.
Nas imagens ndo foi vista nenhuma acumulaggo seletiva nos orgdos sadios (para os
dois anticorpos) com excegdo da tiredide, glandulas salivares, figado e estdmago. A
localizagdo do tumor foi demonstrada com sucesso apds 24 horas de injegdo dos
anticorpos marcados.
Verificou-se a partir dos resultados obtidos que o processo de marcagio com *™Tc
pelo método direto foi simples e eficiente, tanto para a formulag¢do em solugio quanto

para a formulag¢do liofilizada, apresentando pureza radioquimica maior que 95%.

. As principais dificuldades deste trabalho vieram da falta de obtengdo de anticorpos

com certificado de qualidade, essencial para estabelecimento da produgéo rotineira.
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