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RESUMO

DOMINGOS, M.D. Estudo da otimizagdo do processo de marcacéo do peptideo *’Lu-PSMA-
I&T para aplicacdo no tratamento do cancer de prostata metastatico resistente a castracao com
base em um conceito teranodstico. 2024. 109f. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia Nuclear),
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, IPEN-CNEN, Séo Paulo.

Radiofarmacos que se ligam especificamente ao antigeno de membrana prostéatico especifico (PSMA)
superexpresso nas celulas cancerigenas, tém apresentado resultados promissores na aplicacédo
terandstica em pacientes com cancer de prostata resistente a castracdo. Este trabalho estudou os
parametros de marcacdo do peptideo 7’Lu-PSMA-I&T, visando estabelecer as condices
operacionais para producdo rotineira do radiofarmaco no IPEN-CNEN. O estudo envolveu a
utilizacdo de lutécio-177 com carregador e os parametros estudados foram a razdo molar
peptideo:lutécio (3,5 a 4,0), tempo (20 a 40 minutos), temperatura (85 a 95 °C) e pH da marcacao (4,4
a5,0). A utilizacdo de tampd&o ascorbato de sédio mostrou-se apropriada para manutencédo do pH da
reacao, sendo ainda estabilizante da preparacdo. Utilizou-se como método de analise o sistema CLAE
para analisar a pureza radioquimica e o sistema CCD-SG para analisar a impureza radioquimica.
Obteve-se pureza radioquimica dentro dos critérios de aceitacdo estabelecidos para a andlise da
preparagio (> 95% do pico principal do espectro de CLAE correspondente a0 ’’Lu-PSMA-I&T e <
3% de "Lu livre, determinado em CCD-SG) para todas as faixas de pardmetros estudados, ndo
havendo diferencas significativas entre os resultados de pureza radioquimica observados para 0s
extremos das faixas de cada parametro. A partir de tal avaliacdo, em conjunto com as analises dos
perfis de CLAE dos estudos de estabilidade das preparacdes, definiu-se a condigédo ideal de marcacao
e as faixas de trabalho de cada parametro critico do processo. Foram realizadas marcacdes de doses
terapéuticas do radiofarmaco empregando-se a condicdo ideal de radiomarcacdo, para dois
fornecedores internacionais de lutécio-177, que apresentaram pureza radiogquimica e estabilidade
dentro dos critérios de aceitacdo, considerando calibragédo da dose terapéutica e validade de 48 horas,
armazenadas sob congelamento, sendo esta a condi¢cdo empregada pelo IPEN-CNEN para transporte
de radiofarmacos de categoria terapéutica. O estudo dos pardmetros de marcacio do ’’Lu-PSMA-
I&T considerou a variacdo dos parametros criticos da marcacao, dentro de faixas estreitas, de modo
a prospectar os limites inferior e superior de cada parametro, contribuindo para a definicdo das
condi¢des de marcagio na rotina de producido do radiofarmaco !”’Lu-PSMA-I&T e criando critérios
para a validacao do processo produtivo em escala industrial.

Palavras-chave: '""Lu-PSMA-I&T; Lutécio-177, CCD-SG; CLAE; Cancer de prostata.



ABSTRACT

DOMINGOS, M.D. Study of the optimization of the labeling process of the 1'’Lu-PSMA-1&T
for application in the treatment of metastatic castration-resistant prostate cancer based on a
theranostic concept. 2024. 109f. Dissertation (Master in Nuclear Technology), Nuclear and Energy
Research Institute, IPEN-CNEN, S&o Paulo.

Radiopharmaceuticals that specifically bind to prostate-specific membrane antigen (PSMA),
overexpressed in cancer cells, have shown promising results in theranostic application in patients with
castration-resistant prostate cancer. This work studied the labeling parameters of the PSMA-I&T
peptide with lutetium-177, aiming to establish the operational conditions for routine production of
the radiopharmaceutical at IPEN-CNEN. The study involved the use of carrier added lutetium-177
and the parameters studied were the peptide:lutetium molar ratio (3.5 to 4.0), time (20 to 40 minutes),
temperature (85 to 95 °C) and labeling pH (4.4 to 5.0). The use of sodium ascorbate buffer proved to
be appropriate for maintaining the reaction pH, also stabilizing the preparation. The HPLC system
was used as an analysis method to analyze radiochemical purity and the CCD-SG system to analyze
radiochemical impurities. Radiochemical purity was obtained within the acceptance criteria
established for the analysis of the preparation (= 95% of the main peak of the HPLC spectrum
corresponding to 1’Lu-PSMA-1&T and < 3% of free ’’Lu, determined on TLC-SG), for all ranges
of parameters studied, with no significant differences between the radiochemical purity results
observed for the extremes of the ranges of each parameter. Based on this assessment, together with
the analyses of the HPLC profiles of the stability studies of the preparations, the ideal labeling
condition and the working ranges of each critical parameter of the process were defined. Therapeutic
doses of the radiopharmaceutical were labeled using the ideal radiolabeling condition for two
international suppliers of lutetium-177, which presented radiochemical purity and stability within the
acceptance criteria, considering calibration of the therapeutic dose and validity of 48 hours, stored
under freezing, which is the condition used by IPEN-CNEN for the transportation of therapeutic
category radiopharmaceuticals. The study of the labeling parameters of PSMA-I&T with lutetium-
177 considered the variation of the critical labeling parameters within narrow ranges, in order to
prospect the lower and upper limits of each parameter, contributing to the definition of the labeling
conditions in the production routine of the radiopharmaceutical *"’Lu-PSMA-I&T and creating
criteria for the validation of the production process on an industrial scale.

Key words: }""Lu-PSMA-I&T; Lutetium-177, CCD-SG; HPLC; Prostate cancer.
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1. INTRODUCAO

O CP - cancer de prdstata afeta homens predominantemente na idade entre 45 e 60 anos, sendo
a doenca com maior indice de diagnostico entre 0s homens no mundo. O Intituto Nacional do Cancer
(INCA), estima que até 2040 mais de 178 mil novos casos de cancer de prostata surgirdo no Brasil.
Em nlmeros serd a terceira neoplasia com mais casos, sendo a principal neoplasia em homens e
consequentemente uma das principais causas de morte, evidenciando um problema de satide publica.®

Diante desse cenario a medicina nuclear (MN) traz relevante contribui¢do no diagndstico por
imagem (cintilografia) sendo evidente a evolugéo de engenharia e da tecnologia de equipamentos. No
mesmo sentido a evolugdo do teranostico com o desenvolvimento de novos radiofarmacos que
possibilitam caminhos que propiciam a sobrevida, qualidade e 0 aumento de expectativa de vida de
pacientes com CA de prostata metastatico resistente a castragdo (NCRPC)?.

O diagnostico por imagem € realizado com radiofarmacos que possuem radioisdtopos
emissores gama ou emissores de poésitrons (B+) cujos fotons, ao sairem do corpo do paciente, sdo
captados pelos detectores de equipamentos especificos empregados na medicina nuclear como
SPECT (Tomografia Computadorizada por Emissao de Féton Unico) e PET (Emissdo de pdsitrons
por tomografia)®.

No conceito teranostico, uma mesma molécula pode ser radiomarcada com radionuclideos
com finalidades dignostica e terapéutica. No caso da terapia, o radionuclideo deve emitir particulas
com faixa de energia de alcance curto e grande poder de ionizagdo do meio, como as particulas beta
menos (B-) ou alfa (o), visando a destrui¢do das células tumorais. Além das caracteristicas do
radionuclideo, soman-se a especificidade da molécula transportadora que tem caracteristicas, como
por exemplo, a velocidade de absorcéo, o tempo de retencéo pelo tecido alvo, entre outras®.

O PSMA (antigeno de membrana especifico de prostata) aparece elevado nos estagios
avancados do CA de proéstata, tornando-se um alvo interessante para o desenvolvimento de
radiofarmacos receptor-especificos®. Varios estudos foram desenvolvidos ao longo do tempo para
obter-se moléculas ligantes especificas do PSMA, como por exemplo, PSMA-11, PSMA-1007,
PSMA-617, PSMA-1&S, PSMA-I&T entre outras® /891011,

A contribuicdo da MN na abordagem terandstica emprega radiofarmacos especificamente do
PSMA direcionada ao diagndstico por imagem em equipamentos hibridos de PET, dispondo de
ligantes de PSMA marcados com radionuclideos emissores de positron, como o Gélio-68 (®3Ga-

PSMA-11) ou Flior-18 (**F-PSMA-1007), que se ligam a esse receptor que se encontra
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superexpresso na superficie das células do mCRPC®. Da mesma forma, tem auxiliado no tratamento
dos pacientes que evoluem para mCRPC (Cancer de Prdstata Metastatico Resistente a Castracdo) com
radiofarmacos PSMA-especificos, obtidos a partir da radiomarcacdo de derivados PSMA com
emissores - como o lutécio-177 (PSMA-617-177Lu, Y"'Lu-PSMA-1&T) ou emissores alfa, como o
actinio-225 e bismuto-2121%,

Atualmente, a aplicacdo de radiofa&rmacos PSMA-especificos radiomarcados com emissores
de positrons na técnica diagnostica de PET esta consagrada para o diagnostico, estadiamento e
acompanhamento da eficécia terapéutica de pacientes com mCRPC. Os resultados promissores dos
estudos clinicos realizados com derivados PSMA marcados com radionuclideos emissores beta e alfa,
no mesmo grupo de pacientes, estimulam o desenvolvimento de técnicas de radiomarcagdo para
promover a disponibilizacdo deste tipo de radiofarmaco pelo IPEN, em beneficio do tratamento de

pacientes com cancer de préstata.



18

2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

2.1 Objetivo geral

O objetivo do trabalho é determinar as melhores condicdes para marcagio do peptideo *'"Lu-
PSMA-I&T.

2.2 Objetivos especificos
v/ Estudar os pardmetros de marcagdo do }"’Lu-PSMA-I&T tais como: temperatura, pH, tempo
e razdo molar peptideo:lutécio;
v" Avaliar o impacto da variacao dos parametros na estabilidade das marcacoes;
v Consolidar os métodos cromatograficos de controle de qualidade (CQ) da pureza

radioquimica.

2.3 Justificativa e impacto

Visto que a incidéncia de CP vem aumentando, e por ser uma doenga com possivel progressao
de metéastases e resisténcia ao tratamento aplicado, a busca por novas terapias seguras e com menor
taxa de toxidade representa um desafio na area de Radiofarmécia.

A medicina nuclear vem com a aplicacdo do terandstico que abrange uma abordagem
completa e personalizada ao paciente favorecendo um tratamento direcionado e preciso. Pesquisas
em artigos e publica¢des recentes, sobre a aplicacdo da molécula de PSMA-I&T marcada com lutécio-
177 na MN demonstraram resultados satisfatorios, evidenciando os impactos positivos dentro da
proposta da busca de novas terapias efetivas para pacientes com cancer de prostata metastatico
resistente a castracdo (MCRPC). O presente trabalho tem por objetivo contribuir para a demonstragdo
da viabilidade e eficacia dessa abordagem, abrindo oportunidades para o desenvolvimento e aplicacao
clinica do radiofarmaco ’’Lu-PSMA-1&T, sendo que 0 progresso nesse campo pode contribuir muito

para a evolucao das opcdes terapéuticas disponiveis para pacientes com mCRPC.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. CANCER DE PROSTATA

O Cancer (CA) é uma doenca milenar, relatada por Hipocrates em 460-370 a.c., descrito em
papiros egipcios em 1500 a.c., que descrevera o cancer de mama, nestes relatos foram descritas

técnicas cirirgicas que se assemelham as técnicas utilizadas nos dias hoje para remogao do tumor?.

No Brasil para cada ano do triénio 2023-2025 sdo esperados 704 mil casos novos de cancer,

sendo o CA de préstata o de maior prevaléncia, com 71.730 novos casos (figura 1) .

Figura 1 - Imagem adaptada - estatisticas do niimero de casos de cancer?
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04 Traqueia, Brénquio e Pulmao
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05 Glandula Tireoide

14.160 novos casos

por 100 mil habitantes

Fonte: INCA

Muitos fatores contribuem para o desenvolvimento do CP, segundo o INCA! o
desenvolvimento do cancer de préstata pode estar relacionado a: estresse do dia a dia, o tabagismo, o
uso excessivo de alcool a longo prazo, alimentacdo inadequada, dietas (rica em carne vermelha e
pobre em frutas), baixas concentracdes de viatamina D e célcio, obesidade, a exposicdo a agentes
carcinogénicos, influéncias ambientais, historico familiar, predisposicdo genética, idade superior a 50

anos, falta de consultas médicas periodicas, Rawla'®?, por sua vez, elenca a etnia como outro fator,
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tendo em vista que os africanos tem uma pré disposi¢do maior em desenvolver a doenca em relacéo

outras racas.

A evolucédo da doenca pode ser de forma rapida ou lenta sendo responsavel pela disseminacéo
de metastases 0sseas e/ou viscerais (figura 2) 2° variando em cada individuo. Logo a estimativa de
sobrevida é de aproximadamente cinco anos para o cancer de prostata quando diagnosticado no inicio

da doencal.

Figura 2 - Imagem adaptada — esquema sobre a formacdo do cancer e a migracdo de

metastasesi?4

' N\

Célula Cédula plicagdo Acumulo de células Massa celular M. - desprendimento de célul
normal cancerosa de células cancerosas cancerosas cancerosa (tumor) CANCerosas para outros tecidos.

Progressao do Cancer e Metastase

b 54

Fonte: A.C. Camargo — Tipos de Cancer

Segundo a Sociedade Brasileira de Urologia (SBU), o monitoramento e diagnéstico dos
pacientes deve ser feito por meio dos niveis plasmaticos de PSA, para adultos e jovens, os valores de
referéncia estdo entre 2 — 3 ng/mL. Valores de PSA superiores ao preconizado e/ou alteracdo da
consisténcia prostatica pelo toque sdo indicativos para a realizagdo de biopsia.?®

O exame de toque retal € outra ferramenta utilizada na prevencéo e diagndstico, com o qual se
analisa a consisténcia da prostata e a presenca de massa pétrea evidencia suspeita da doenca.

Na area da radiologia, ha uma gama de tecnologias de imagem, incluindo ultrassonografia e

tomografia computadorizada, sdo amplamente utilizadas para deteccdo de anormalidades
anatémicas da prostata. Diversos procedimentos de MN também foram desenvolvidos no passado

para deteccdo do CP. A vantagem dos procedimentos de MN é que esses métodos avaliam as



21

anormalidades funcionais e anatomica 3%,

Exames de imagem como a ultrassonografia tem como objetivos avaliar a morfologia da
prostata e auxiliar no diagnoéstico diferenciando dos tecidos considerados “préstata normal” ou da
hiperplasia prostatica benigna ou de cancer de prostata com alto grau de identificacdo de regides
internas da prdstata. O profissional médico capacitado a partir dos exames referenciados fara a
avaliacgéo correta e indicagio para confirmagéo da doenca 5.

Por volta da década de 90 iniciou-se o uso de valores de PSA como referéncia para o
diagnostico da prostata como pardmetro para a conduta meédica relativas ao tratamento do tumor,
permitindo intervencdes adjuvantes (complementares) tais como, radioterapia e/ou hormdnio-terapia

precoce, cuja eficacia tem indices altos de cura ou sobrevida do paciente 2’

Porém, os métodos de diagnostico iniciais mais frequentes utilizados sdo a dosagem do
antigeno prostatico especifico (PSA) e o toque retal, e posteriormente séo realizados exames de

imagem e biopsia prostatica transretal para confirmagao®.

3.1.1. Sintomas da doenca

No inicio da doenca, o cancer de prostata é assintomatico, depende de cada individuo, alguns
tem dificuldade ao urinar devido o estreitamento da uretra, aumento da frequéncia da miccdo que
ocorre devido a morfologia aumentada da préstata, diminuicdo da quantidade de urina em cada
miccdo, reducdo da forca ou do calibre do jato da urina, dor ou ardéncia ao urinar, sensacdo de
esvaziamento incompleto da bexiga ap6s urinar, presenca de sangue no sémen ou na urina, ejaculacdo
dolorosa (figura 3). Nos estagios mais avangados, 0s sintomas séo: dor na estrutura anatdmica,
disseminacdo de metastases em estagio mais avancado (normalmente metastases 6sseas), que provoca
dor na coluna e pelve, perda de apetite devido as dores constantes, causando perda de peso, perda
pelo interesse da atividade sexual devido ao constrangimento de sangramento na ejaculacdo, entre

outros %8,
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Figura 3 - Préstata normal e prostata com cancer. Prostata normal (esquerda) sem
estreitamento da uretra e Prostata com cancer (direita) apresentando estreitamento da uretra,

por isso tantos sintomas em relacdo a micgao®?®

) Vesicula
seminal

Prostata

3.1.2. Classificacdo do estadiamento do cancer de prostata

No ano de 1966 o patologista Donald Gleason, descreveu o primeiro sistema de classificagdo
do estadiamento do cancer de préstata de acordo com a histopatologia. A partir dai o cancer de
prostata recebe classificacdes especificas em graus de 1 a 5%°:

e Grau 1 significa tecido sadio;

e Grau 2 indica aumento no espaco entre as células prostaticas;

e Grau 3 tem células neoplésicas infiltrada com algum grau de diferenciacao;
e Grau 4 as células neoplasicas estdo aglomeradas com poucas células sadias;

e Grau 5 tem apenas células neoplésicas aglomeradas, com grande espago intersticial e necrose.

3.1.3. Proposta de tratamento do cancer de prostata

Atualmente ha vérias opcdes terapéuticas para o cancer de prostata que incluem cirurgia,
qguimioterapia, crioterapia, radioterapia, braquiterapia com sementes radioativas. A terapia
radiosotdpica tem sido muito bem-vinda diante das pesquisas recentes na quimica dos radiofarmacos,
espera-se que o papel da medicina nuclear para o diagndstico e terapia do cancer de prostata cresca

significativamente no futuro® 3,



23

3.1.4. Marcadores associados ao cancer de proéstata

As informagdes moleculares relacionadas a diferentes tipos de cancer podem ser coletadas por
técnicas de diagndstico in vitro ou in vivo, medindo os niveis de certas biomoléculas que séo
produzidas em niveis substancialmente maiores do que o normal. Essas biomoléculas sdo chamadas
marcadores de cancer, marcadores tumorais ou simplesmente biomarcadores, pois sdo produzidas
pelo tumor ou por outras células em resposta a presenca do tumor. Os marcadores de cancer
séo representados por diferentes categorias, que incluem proteinas, peptideos, horménios, enzimas e
carboidratos®.

Alguns desses marcadores de cancer sdo excretados e podem ser encontrados no sangue, urina
ou outros fluidos corporais, permitindo que a mensuracgéo in vitro dos niveis desses marcadores seja
utilizada para o diagndstico e prognostico do cancer. No entanto, esses tipos de marcadores de cancer
ndo sao Uteis para o desenvolvimento de radiofarmacos especificos, pois sua presenca em regides ndo
alvo resultara em imagens de baixa qualidade e complicag@es na terapia radionuclidica 4.

Os marcadores de cancer que sao superexpressos em superficies de células tumorais, mas nao
sdo excretados na corrente sanguinea em niveis significativos, sdo os preferidos para o
desenvolvimento de novos radiofarmacos, tanto para o diagndstico como para a terapia do cancer 4.

Existem muitos biomarcadores associados ao cancer de prostata. O antigeno prostatico
especifico (PSA) é um dos principais marcadores utilizados para o diagnéstico in vitro do cancer de
prostata, porém é excretado para a circulacdo sanguinea*®. O antigeno de membrana prostatico
especifico (PSMA) ndo é excretado na circulagcdo sanguinea e esta sendo utilizado como alvo
molecular para aplicagdes in vivo de diagndstico e terapia do cancer de préstata®’.

3.2. RADIOFARMACOS UTILIZADOS NA MEDICINA NUCLEAR PARA
DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DO CANCER DE PROSTATA

3.2.1. Radiofarmacos utilizados na medicina nuclear — aplicacdes em diagnostico

e terapia — conceito terandstico

Com a descoberta dos raios X e da radioatividade no final do século XIX, desenvolveu-se a
area denominada hoje como fisica médica'?, que segundo a Associacio Brasileira de Fisica Médical®?
aborda as modalidades de radiodiagndéstico (RD), radioterapia (RT) e medicina nuclear (MN) tendo

em comum o uso de radiagOes ionizantes, assim como 0s sucessos das aplicagbes das radiacoes*®.
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A medicina nuclear é uma especialidade multidisciplinar que combina conhecimentos da
fisica, matematica, quimica, computacdo e medicina na utilizacdo de materiais radioativos, ou
radiofarmacos, para diagnosticar e tratar doengas?..

Em 1896 o quimico francés Henri Becquerel (1852-1908) descobriu um minério de uranio
que deu inicio a histéria da medicina nuclear. Em 1898, Marie Curie e seus colaboradores isolaram
dois elementos o pol6nio e o radio. Em 1899, madame Curie sugeriu que os &tomos de determinadas
substancias emitem raios incomuns quando se desintegram e chamou esse fendémeno de
radioatividade %,

Na medicina nuclear, diferentes radioisétopos tém sido utilizados no decorrer do tempo, sendo
alguns para aplicagdo terapéutica e outros para o diagndstico por imagem. Exemplos de alguns
radioisotopos aplicados na terapia radionuclidica sdo o iodo-131, primeiro radioisétopo empregado
no Brasil no diagndstico e terapia de patologias da glandula tireoide! e, mais recentemente, o lutécio-
177, tema deste trabalho, que vem sendo bastante explorado no desenvolvimento de radiofarmacos
alvo-dirigidos para terapia radionuclidica®®. Quanto a aplicacéo diagnostica, o radionuclideo emissor
gama tecnécio-99m é o elemento radioativo mais empregado na obtencdo de imagens cintilograficas
em camara gama e SPECT (Single Photon Emission Computer Tomography) e radiois6topos
emissores de positrons como o Fluor-18 e Galio-68, destacam-se na aquisi¢cdo de imagens na PET
(Emissdo de positrons por tomografia)®4.

Os radioisétopos utilizados na medicina nuclear sdo produzidos artificalmente por
aceleradores de particulas/ciclotrons, como o fluor-18, em geradores de radionuclideos, com o
tecnécio-99m e o galio-68, e em reatores nucleares, como o0 iodo-131 e o lutécio-177 .

Na estrutura dos radiofarmacos, as moléculas que se ligam ao radionuclideo sdo responsaveis
pelo direcionamento do radiofarmaco ao alvo, através de mecanismos de agdo proprios. A
fludesoxiglicose (*®F-FDG), largamente aplicada na PET para o diagndstico e estadiamento de
pacientes com diferentes tipos de cancer, considerando-se 0 mecanismo de captacdo aumentada de
glicose pelas células tumorais. Diversos radiofarmacos PSMA-especificos vém sendo utilizados em
aplicacOes diagnostica e terapéutica, considerando-se o mecanismo de ligacdo especifica destes
radiofarmacos aos receptores PSMA, super expressos em células de tumor de cancer de prdstata.
Neste caso, o ligante PSMA direciona os radiofarmacos para as céulas da prostata®®.

De acordo com Farmacopeia Brasileira radiofarmacos sdo preparagdes farmacéuticas com
finalidade diagnostica ou terapéutica que, quando prontas para 0 uso, contém um ou mais

radionuclideos. Os radiofarmacos compreendem, também, os componentes ndo-radioativos para



25

marcagdo e os radionuclideos, incluindo o0s componentes extraidos dos geradores de
radionuclideos'®.

Para a medicina nuclear os radiofarmacos sdo substancias com preparacfes farmacéuticas
(ligante ou carregador, que se liga especificamente a molécula ou sitio alvo) e o radioisétopo ou
radionuclideo (substancia radioativa), quando prontas essas substancias sdo administradas no paciente
de acordo com a aplicagio desejada seja diagnostica ou terapéutica.®

A radiofarmécia é uma especialidade farmacéutica cujas principais funcGes sdo o
desenvolvimento, manipulacdo, producdo, controle de qualidade, garantia da qualidade e outros

aspectos correlacionados aos radiofarmacos empregados em medicina nuclear®.

3.2.2. Terapia radioisotopica

A terapia para tratar neoplasias no estagio inicial e no seu desenvolvimento tem sido um
objetivo constante da classe médica e pesquisas envolvidas, para o desenvolvimento de novas
moléculas, farmacos receptor-especificos acoplados a radiois6topos, toxinas ou agentes
quimioterapicos e anticorpos que agem contra biomoléculas da célula tumoral, utilizados em terapia
molecular, tudo isso para aprimorar o tratamento e dar uma qualidade de vida melhor aos individuos®?.

O aprimoramento de técnicas de sintese de proteinas recombinantes e 0s avangos no
entendimento da biologia de tumores conduziram a uma evolugdo na pesquisa e na aplicacao clinica
da terapia radioisotopica principalmente com a evolugdo de receptor especifico com radioisétopos e
farmacos com atividade terapéutica intrinseca ou carrear um agente citotoxico para a celular tumoral
alvo®,

A terapia radioisotopica envolve a utilizacdo de uma molécula radiomarcada que conduz
seletivamente um nivel citotoxico de radiacdo ao sitio tumoral. O objetivo da técnica € maximizar a
dose de radiacdo absorvida pelo tumor e reduzir ao minimo a irradia¢do dos orgéos sadios. Além do
efeito terapéutico, a utilizacdo de radioisotopos pode permitir a aquisicdo de imagem do radioligante
acumulado no tumor e fornece informagfes Uteis a respeito de sua interagdo e caracteristicas
bioquimicas das células tumorais®’.

A terapia com radioisotopo vem sendo utilizada em pacientes ha mais de oitenta anos na MN,
com a aplicagdo clinica do radiofarmaco iodeto de sodio (**!1) no tratamento de hipertireoidismo e
carcinoma de tireoide'*.

O conceito teranostico evoluiu para a aplicacdo de biomoléculas, com mecanismos de ligacéo
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especificos as células tumorais, como é o caso dos derivados de somatostatina radiomarcados. O
primeiro radiofarmaco aprovado para obtencdo de imagens de tumores neuroenddcrinos que
expressam receptores para somatostatina foi o octreotideo-DTPA-*In (DTPA —Acido Pentético),
(DTPA-OCT-In, OctreoScan)'%, posteriormente substituido por derivados radiomarcados com
galio-68 (DOTATATE-%Ga)'® e fluor-18 (F18)'% (para imagem PET) e tecnécio-99m (HYNIC-
TOC e HYNIC-TATE) (para imagem SPECT),

O conceito terandstico foi aplicado, neste caso, a partir do desenvolvimento e aplicacéo clinica
exitosa de radiofarmacos derivados de somatostatina radiomarcados com emissores de particulas [3,
como 0 itrio-90 (DOTATOC-2Y)* e lutécio-177 (DOTATATO-""Lu)% e, mais recentemente, com
emissores 0, como o actinio-225 (DOTATATO-22°Ac)’

A substituicdo do radioisétopo 90y do DOTATOC, por 177y para tratamento desses
tumores, confere menor mielotoxicidade e nefrotoxicidade, promovendo uma maior sobrevida dos

pacientes®”

3.2.3. Antigeno de membrana prostéatico especifico (PSMA)

O antigeno de membrana prostatico especifico (PSMA) é uma glicoproteina tipo 1l
transmembranica, enquanto o PSA que é uma proteina livre no sangue, de 750 aminoacidos, sendo
que grande parte deles representa seu dominio extracelular®®.

O PSMA existe em mondmeros e dimeros, sendo que esta é a conformacgdo necessaria para
suas atividades enzimaticas na superficie celular, e possui a caracteristica de ser internalizado. O
PSMA tem a funcéo de transportador transmembréanico para um ligante ainda nédo identificado,
justamente por sua internalizacdo ser muito semelhante & endocitose mediada por receptores
endogenos*.

Em razdo de seus possiveis papéis na malignidade destas, assim como na angiogénese de
tumores solidos o0 PSMA ser superexpresso em praticamente todas as neoplasias da prostata, e sua
expressao em tecidos extra prostaticos ser altamente restrita, ele representa um 6timo alvo para novos
métodos de diagndstico por imagem e terapia antineoplasica®. Diante disso, linhagens celulares que
expressam PSMA foram desenvolvidas para avaliar a especificidade de diferentes ligantes, tais como

as células de carcinoma prostatico humano (LNCaP)*.
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3.2.4. Desenvolvimento de moléculas PSMA-especificas

O desenvolvimento de um radiofarmaco efetivo para terapia com radioisotopo envolve, além
das consideracdes de localizacdo e tamanho do tumor, a correta selecdo de seus dois componentes: 0
radioisotopo e a molécula carreadora. Dessa forma, se faz necessario unir um agente com
comportamento bioldgico efetivo para a classe de tumor que se deseja tratar a um radioisétopo com
propriedades fisicas adequadas para utilizacdo in vivo, cujas propriedades quimicas permitam sua

ligacdo & molécula®.

No desenvolvimento da molécula carreadora, componente do radiofarmaco que ira direcionar
o radiois6topo para o tumor, pequenos peptideos tém sido utilizados com frequéncia em substituicdo
aos anticorpos monoclonais. Por apresentarem menor tamanho, essas moléculas sdo eliminadas do
sangue e dos tecidos sadios mais rapidamente. Além disso, seu baixo peso molecular leva a
penetracdo mais rapida e internaliza ao tumor. Os peptideos s80 menos imunogénicos que as
proteinas, tornando possivel um esquema terapéutico que envolva a administracdo de multiplas

doses*,

A maioria dos peptideos em estudo para aplicacdo em terapia radioisotépica sdo peptideos
regulatérios e ainda que seus receptores sejam encontrados em maior densidade nas células
tumorais, eles sdo também encontrados em tecidos normais. Portanto, esses peptideos regulatérios
podem causar efeitos fisiologicos em baixas concentracdes, o que torna importante a ado¢do de uma
metodologia de marcacdo que assegure alta atividade radioativa para massas de peptideos da ordem

de nano ou pico gramas. .

Diversos peptideos regulatdrios apresentam alta afinidade por células tumorais, geralmente
por superexpressarem seus receptores, permitindo uma melhor visualizagdo do tumor no reflexo da
imagem cintilografica e a aquisicdo em um menor intervalo de tempo apds a administracdo, em razao
do rapido clareamento sanguineo dessas moléculas. Esse mesmo peptideo, quando radiomarcado com
um emissor beta atuara também como agente terapéutico do tumor primario e de possiveis sitios

metastaticos*!.

Dentre os peptideos utilizados como molécula carreadora, podemos citar os inibidores de
PSMA baseados em ureia de baixo peso molecular, os quais estdo sendo amplamente estudados para

o diagndstico e tratamento do cancer de prostata.*?

Diferentes inibidores do PSMA de baixo peso molecular e radiomarcados com lutécio-177
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estdo sendo usados na terapia radionuclidica do céncer de préstata. Um modelo amplamente
utilizado, desenvolvido por Pomper e col® foi desenvolvido baseado no grupo farmacoférico —
Glutamato-Ureia-X (figura 4) concluindo que a presenca do aminoacido lisina no grupo
farmacoforico era responsavel por aumentar a afinidade pelo sitio de ligacdo. A presenca de trés
grupos &cidos carboxilicos, dois fornecidos pelo glutamato e um pela lisina, também foram
essenciais para melhorar a interacéo da base dos inibidores de PSMA com o sitio ligante S1%2.

A partir dessa estrutura bésica, diversos derivados foram derivados foram produzidos com

a introduc&o de diferentes agentes quelantes e espacadores (figura 5)%.

Figura 4 - Grupo farmacoférico Glutamato-Ureia-Lisina’
NH,

5 O OH
< )
HO\n/'\NJJ\N OH
0 H H O

Lis-Ureia-Glu

Figura 5 - Estrutura molecular de inibidores de PSMA baseados em ureia. O terminal de
carboxilato livre ¢ mantido intacto (lado direito) e as modifica¢Ges estruturais sdo introduzidas

na outra extremidade (lado esquerdo), substituindo o acido aspartico por outros aminoécidos®*
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Para a interacdo com o receptor € relevante o grupamento espagador, que atua como uma ponte
entre o grupo farmacoférico e o quelante.

As alteracdes no espacador refletem na farmacocinética e farmacodindmica dos inibidores de
PSMA. As cargas negativas existentes no espacador promovem uma reducdo na retencao do inibidor
de PSMA em regifes ndo alvo 8.

Os quelantes sdo responsaveis por carregar o radioisotopo até a célula cancerigena, e possuem
papel importante na estrutura da molécula e na forma como o inibidor de PSMA se comportara no
organismo .

Dada a complexidade do desenvolvimento de moléculas que se ligam especificamente em um
alvo selecionado, faz-se necessario selecionar um alvo especifico e a0 mesmo tempo com expressdo
elevada em células tumorais, sendo assim a molécula deve ser obtida a partir de uma rota sintética
simples e barata, e quando possivel com poucos processos de purificagio .

Duas estratégias diferentes foram adotadas para o desenvolvimento de moléculas PSMA-
especificas, sendo que a primeira estratégia utiliza a estrutura molecular do PSMA para direcionar
anticorpos monoclonais, enquanto a segunda estratégia aproveita a atividade enziméatica do PSMA
para direcionar inibidores enzimaticos®®.

As duas estratégias de acordo com a literatura obtiveram sucesso no desenvolvimento de
novas moléculas PSMA-especificas para diagnéstico e terapia do cancer de prostata. Porém, a
primeira abordagem esta ficando meio de lado, pois a segunda estratégia que utiliza moléculas
pequenas radiomarcadas visando a atividade enzimatica do PSMA em evidéncia®.

O primeiro anticorpo monoclonal desenvolvido anti-PSMA, foi o 7E11 chamado de
Capromab que se liga a porcdo intracelular ou epitopo citoplasmatico do PSMA tem aplicac¢do clinica
do 7E11 aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) como ferramenta de diagnostico do
cancer de prostata, sendo o 7E11 registrado com o nome comercial Prostascint 3.

O Prostascint é conjugado com o agente quelante acido dietileno triamino pentacético (DTPA)

que é radiomarcado com 111, para aquisicdo de imagens em tomografia por emissao de féton Gnico
(SPECT) de pacientes portadores do cancer de prostata®.

O Prostascint demonstrou ser util para identificacdo de outros tipos de cancer, como
carcinoma renal e linfoma ndo-Hodgkin e em condigdes ndo cancerigenas, como a
neurofibromatose®*.

Porém, ha relatos na literatura algumas desvantagens da aplicagdo clinica do Prostascint. Os

anticorpos monoclonais sao macromoléculas com um peso molecular de cerca de 150 kDa, portanto,
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requerem um tempo considerdvel para se acumular na massa tumoral. Outro fator apresentado foi o
custo do radiofarmaco, considerado alto devido ao procedimento de conjugacao e produgéo de Indio-
111 e os pacientes também necessitam de duas visitas ao hospital, a primeira para a administracdo do
radiofarmaco e a segunda para obtencio da imagem®®.

O Prostascint, contribuiu para a medicina nuclear ap6s a aprovacdo da FDA em 1996, e esta
diminuindo porque liga-se a regido citoplasmatica intracelular do PSMA, resultando na incapacidade
de diferenciar as células cancerosas mortas e vivas e anticorpos em geral tem dificuldade em penetrar
na microvascularizacdo do tumor ou sofrem degradagdo rapidamente através de proteolise 8. Por
isso, tem havido mais interesse pelo desenvolvimento de anticorpos monoclonais que se ligam a

regido extracelular do PSMA e inibidores da atividade enzimatica do PSMA® 6,

3.2.4.1. 8Ga-PSMA-11
Pesquisadores relataram em 2012, a eficiéncia de ligacdo do PSMA-11 (figura 6) em células

LNCaP, em estudo de competicdo com o 2-PMPA (2-(fosfonometil -acido pentanodidico). O trabalho
comprovou in vivo, em camundongos com tumor de prostata, uma alta captacdo do PSMA-11
radiomarcado com galio-68 (7,7 + 1,45 % ap0s 1 hora da administracdo). Destacou-se também uma
elevada excrecdo renal, com aproximadamente 137% da Atividade Injetada por grama (%Al/g) apds

1 hora, demonstrando uma taxa de internalizagdo de aproximadamente 10% em células LNCaP ",
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Figura 6 - Estrutura quimica de ®Ga-PSMA-11108
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Pesquisa realizada em 2017, comparou a eficiéncia na deteccdo de lesbes metastaticas de

cancer de préstata do PSMA-11 marcado com galio-68 com a Colina-11C em 123 pacientes. O %8Ga-

PSMA-11 se mostrou superior na deteccdo de lesbes 0sseas e metastases linfonodais, e apresentou

uma taxa de detec¢do de ao menos uma lesdo metastatica superior a Colina-11c quando o PSA esteve

abaixo de 1 ng/mL em pacientes que previamente tiveram a sua prdstata removida .

A analise dos resultados de estudo realizado em 2017, em 1007 pacientes sob terapia de
privacdo androgénica, submetidos a PET com %8Ga-PSMA-11, entre 2014 e 2017 revelou uma relacio
positiva entre 0 aumento sérico do PSA e a deteccao de lesdes e concluiu que a velocidade de elevacao

do PSA sérico n&o teve relagdo com a escala de Gleason®.

Em 2018 no Uruguai um estudo evidenciou a relagdo tumor/background do %8Ga-PSMA-11

(110,3 = 107,8) foi superior a da Colina-11c (27,5 £ 17,1). Este inibidor de PSMA também se

mostrou capaz de detectar mais lesdes metastaticas’®.

O %Ga-PSMA-11 tem um enorme potencial em muitos cenarios clinicos de diagnostico e
terapia do cancer de prostata, e diretrizes clincias elaboradas por grupos de especialitas no assunto
foram produzidas e publicadas em revistas cientificas. Isso é ainda mais enfatizado por varias

diretrizes clinicas publicadas no Journal of Nuclear Medicine ou no European Journal of Nuclear
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Medicine and Molecular Imaging e é indicado para o diagndstico inicial e estadiamento de pacientes

com cancer de prostata com suspeita de metastases'®,

O %Ga-PSMA-11 tem sido bastante empregado em estudos clinicos, como marcador de
imagem do cancer de préstata metastatico, particularmente como par terandstico de derivados de

PSMA radiomarcados com radionuclideos para terapia, como lutécio-177 e actinio-225%,

3.2.4.2. ¥ F-PSMA-1007

O BF-PSMA-1007 (figura 7) é considerado como a segunda geracdo dos tragadores marcados
com fluor-18, apds a introducdo do DCFPyL e do DCFBC. A motivacdo pela busca de peptideos
radiomarcados com fllor-18 se dé& por dois motivos: os geradores de galio-68 tem uma disponibilidade
limitada, o que restringe a producéo de radiofarmacos marcados com este radiois6topo e o crescimento

dos centros de PET (unidades de medicina nuclear com um ciclotron dedicado)””.

Ensaios com este peptideo demonstraram uma taxa de aproximadamente 67% de
internalizacdo, em camundongos Nude com cancer de prostata desenvolvido a partir de células
LNCaP. O ®F-PSMA-1007 evidenciou uma captagio persistente no tumor (8,04 + 2,39 %), ap6s uma

hora da administragdo, mesmo com bloqueio do PSMA (4,26 + 2,06 %)"’.

Figura 7 - Estrutura quimica do tracador PET 8F-PSMA-1007 109
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Pesquisas realizadas compararam a eficiéncia na deteccdo de lesdes metastaticas do ®Ga-
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PSMA-11 e do 8F-PSMA-1007 em 16 pacientes prostatectomizados. Foi evidenciado que ndo houve
superioridade na deteccéo de lesdes de médio e alto risco. Sendo assim o 8F-PSMA-1007 demonstrou
ser mais eficiente na deteccdo de lesbes benignas, em funcdo do fldor-18 possuir um poésitron de

menor energia do que o galio-68, fator que melhora a resolucéo espacial do radiotragador'*®

Foi realizado um estudo para avaliar a eficacia diagndstica de parametros relevantes do 8F-
antigeno de membrana especifico da prostata (PSMA)-1007 PET na predi¢do do grau patologico do
cancer de prostata primario. Pois o comportamento bioldgico do cancer de préstata varia muito entre
diferentes graus de malignidade. O cancer de prostata de alto grau é mais propenso a recorréncia e a

metastase a distancial'l.

3.2.4.3. PSMA-617

O PSMA-617, assim como outros inibidores de PSMA, possui 0 grupo Glu-Ureia-Lis,
responsavel pela ligaco no sitio S1 (figura 8) 2. O grupo B-naftil (identificado em vermelho na figura
8) que aumenta a interacdo hidrofdébica neste mesmo sitio, melhorando a interacdo do espacador com
a estrutura do PSMA de membrana’®.

Ensaio pré-clinico com o Y’Lu-PSMA-617 em camundongos com tumor de prdstata em 2015,
verificou captacdo de aproximadamente 10% no tumor, e também elevada captacdo renal de 137,2 +
77,8% Al/g . Ainda em 2015 foi publicado um artigo no qual foi apresentada a reducio do cancer
em um paciente em virtude do tratamento com o *"’Lu-PSMA-617 (sob uso compassivo), com
regressdo do PSA de 38,0 ng/mL para 4,6 ng/mL ap6s dois ciclos .

O PSMA-617 radiomarcado com lutécio-177 apresentou os efeitos adversos divulgados em
2015 no estudo realizado com 10 pacientes que apresentaram poucos efeitos colaterais. Sendo que

somente um paciente relatou sentir os labios secos, reducio do paladar e xerostomia 2.
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Figura 8 - Estrutura quimica do PSMA-6178
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Em 2017 foi realizado estudo de fase | com o }""Lu-PSMA-617 com escalonamento de dose
deste radiofarmaco em pacientes com céncer de prostata multimetastatico resistente a castracdo®. O
estudo do "’Lu-PSMA-617 demonstrou a eficacia do tratamento em pacientes com cancer de prostata
multimetastatico resistentes a privacdo androgénica. Na Alemanha, 52 pacientes prostatectomizados
foram tratados (uso compassivo) com protocolo de 3 a 6 ciclos. Com este grupo 71% dos pacientes
apresentaram reducéo de PSA sérico com prolongamento da sobrevida em até 60 semanas °.

O ""Lu-PSMA-617 teve disponibilidade e direitos comerciais de aquisicdo, pela empresa

ABX (Advanced Biochimical Compounds) e estudos clinicos de terapia em varios lugares no

83
mundo .

A aprovagdo do '""Lu-PSMA-617 pelos 6rgdos regulamentares se deu através do estudo
clinico VISION, um ensaio randomizado de fase 3, que comparou 0 uso *’Lu-PSMA-617 mais 0
padrdo de tratamento (SoC) versus o padrdo de tratamento sozinho em pacientes com mCRPC,
estabelecendo sua seguranca e eficacia. Os dados clinicos do estudo VISION servirdo para
comparagdo com o }"’Lu-PSMA-I&T com a finalidade de estabelecer uma equivaléncia entre os dois
radiofarmacos!®3,

A Novartis conduziu dois estudos clinicos com o Y’Lu-PSMA-617 entre 2017 e 2021 que
levantaram dados de efic&cia e seguranca para o registo do produto que recebeu o0 nome de Pluvicto.
O Pluvicto® (vipivotida tetraxetana (*’” Lu)) ou!’’Lu-PSMA-617, foi o primeiro medicamento para

terapia radionuclidica a base de "’Lu-PSMA aprovada para o tratamento do cincer de prostata
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metastatico resistente a castragdo (MCRPC). Fabricado pela farmacéutica Novartis, a qual possui a
patente do peptideo PSMA-617, o Pluvicto® aprovado pela FDA (Food And Drug Administration)
em marco de 2022, e em dezembro do mesmo ano, pela Unido Europeia (UE)!3,

No Brasil 0 }""Lu-PSMA-617 ou Pluvicto® (vipivotida tetraxetana (*’’Lu) ) obteve aprovacio
da Anvisa sob 0 n° 25351.636049/2022-60 12/2023 por meio da Resolucdo-RE n° 4.884, de 21 de
dezembro de 2023 para o tratamento do cancer de préstata metastatico resistente a castragdo
(MCRPC) registro n° 56994502000130 concedido a fabricante NOVARTIS BIOCIENCIAS S.A
representando uma possibilidade de melhorar a qualidade de vida e a sobrevivéncia dos pacientes
com cancer de prostata, além de prolongar o tempo de progressdo da doenga®“.

As aprovacdes anteriormente referidas de medicamentos para o cancer de prdstata trouxeram
beneficios clinicos para pacientes com base em terapias com radioligantes, como *’Lu-PSMA-617,

que podem atingir células de cancer de prostata, poupando a maioria dos tecidos normais**3.

3.2.4.4. Y"LU-PSMA-1&T

Considerando o significativo alto grau de ligacdo do PSMA-11 com 0 PSMA de membrana,
um grupo de pesquisadores desenvolveu alguns radiotragadores com objetivo de obter um inibidor
com alta afinidade voltado para terapia, destes compostos sintetizados o melhor resultado foi obtido
com 0 DOTAGA-ffk(SubKuE). Diferentemente do quelante HBED-cc (presente no PSMA-11), o
DOTAGA permite a quelagdo com radiometais voltados para o tratamento, como o lutécio-177. No
entanto, este novo inibidor de PSMA n&o demonstrou a mesma afinidade de ligacdo observada com
0 PSMA-11".

Um ano mais tarde, em 2015, o mesmo grupo de pesquisadores realizou pequenas
modificacdes na molécula, com as quais obteve-se uma melhora na capacidade de ligacdo ao PSMA,
assim como na relagdo tumor/background e esta molécula foi batizada de PSMA-1&T [DOTAGA-(I-
y)-fk(Sub-KuE)] (figura 9). Este composto foi marcado com o lutécio-177 e administrado (uso
compassivo) em dois pacientes. Foi observada uma farmacocinética rapida e sem apresentar

problemas nas glandulas salivares ou nos rins ’.
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Figura 9 - Estrutura quimica do PSMA-I&T 72
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Em um estudo realizado em 2016, foi identificado uma alta captacdo do *In-PSMA-I&T em
tumores de prostata presentes em camundongos Nude e elevada captacao renal .

Foi publicado um estudo em 2017 que registou uma mesma taxa de identificacdo de lesdes
metastaticas do cancer de prostata entre 0 ®Ga-PSMA-11 e 0 8Ga-PSMA-I&T. Nesse estudo 0 PSMA-
11 apresentou valor de SUV superior (Standardized Uptake Value) no tumor e menor em tecidos nao
alvo do que 0 PSMA-I&T, sendo considerado mais sensivel’®,

Um estudo clinico de uso compassivo do *"’Lu-PSMA-I&T com 100 pacientes reportou que
a sobrevida global foi mais elevada nos casos em que ndo havia metastases viscerais, entretanto, a
porcentagem de pacientes vivos apds 14 meses de estudo foi a mesma entre os grupos, nao havendo
efeito colateral grave em nenhum paciente!?®,

O PSMA-I&T tem caracteristicas que facilitam a radiomarcacgdo, sua preparacdo € mais
simples e uma farmacocinética mais favoravel, penetrando nos tumores sélidos com mais
facilidade, propicianddo a aquisicdo de imagens em poucas horas ap6s a administracdo do
radiofarmaco, o caracterizando como um agente teranostico®’” 118,

O PSMA-I&T possui em sua estrutura trés componentes principais: um grupo
farmacoforico (K-ureia-Glu ou KuE), um ligante e um quelante (DOTAGA-FFK (SubKuE)) para
ligar o radionuclideo’™ "%,
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Figura 10 - Imagem Adaptada da estrutura molecular do PSMA-1&T radiomarcado com *’Lu
e o sitio de ligacdo do antigeno de membrana especifico da proéstata (PSMA)*°
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A relacdo entre a captacdo tumoral e a captacdo benigna do tecido é uma informacéo que
pode ser avaliada e usada para prever a eficacia antitumoral do '"’Lu-PSMA-I&T e para o
planejamento do tratamento'!2 120,

Devido a porcdo do peptideo do "’Lu-PSMA-I&T, o radiofarmaco é direcionado
diretamente ao tecido que expressa PSMA, onde se liga ao PSMA da célula, de modo que o
radioisétopo é concentrado no tecido da prostata e metastases, poupando a maioria dos tecidos
saudaveis. O conjugado de radiois6topo entdo é internalizado na célula através de endossomos,
onde o radioisétopo "’Lu libera particulas B~ e y, causando danos ao DNA, levando a morte
celulart?t,

O tratamento com ’Lu-PSMA ¢é uma forma de radioterapia interna e ao contrario da
radioterapia por feixe externo, ndo existe uma dose planejada para uma area especifica, na terapia
com radionuclideos, a dose vai depender da atividade administrada e do comportamento
farmacocinético do tracador e no caso da terapia com ’Lu-PSMA-I&T, a dose administrada
pode variar conforme o protocolo utilizado e particularidades do paciente, sendo analisado e
definido pelo médico radioncologista'?.

O Y"Lu-PSMA-I&T produzido no IPEN mostrou um padrao tipico de biodistribuicio de

ligantes direcionados ao PSMA, com depuracdo sanguinea rapida, baixa captacdo nos varios



38

6rgdos do corpo, com excecdo pelos rins, apesar das diferencas nas atividades especificas dos
radiofarmacos empregados. O estudo de competi¢do in vivo do IPEN demonstrou a especificidade
da ligacdo do radiofarmaco ’Lu-PSMA-I&T ao receptor PSMA, deslocado com excesso do
competidor?,

O Y7Lu-PSMA-I&T, apresentou uma cinética de depuragdo favoravel em tecidos
saudaveis, demonstrado por valores mais elevados em 6rgéos e pela baixa concentracdo sanguinea

nas primeiras horas e um declinio subsequente nos 6rgios®.

3.2.5. Selecéo do radioisotopo

Vaérios fatores influenciam na escolha do radioisotopo para aplicacdo terapéutica, como por
exemplo no caso do tratamento de neoplasias, o primeiro fator a ser considerado é se a forma de
decaimento e a energia da particula emitida condizem com a localizacdo e tamanho do tumor. Um
radioisotopo ideal para tratar tumores solidos de grandes dimensdes sera diferente daquele aplicado
para eliminar pequenos sitios metastaticos, compostos apenas de algumas centenas de células. Outro
fator importante é a meia-vida fisica, 0 método de producéo, a quimica e 0 comportamento biol6gico
do radioisdtopo também devem ser considerados®.

Diversos radiometais podem ser empregados na medicina nuclear e a escolha destes baseia-se
em funcdo da aplicacdo e da necessidade.

Dentre os principais is6topos utilizados hoje na clinica para terapia radioisotopica sdo
emissores de particulas o, como o actinio-225 (**°Ac) e de particula -, como por exemplo o itrio-90
(*®Y) e lutécio-177 (*’Lu), pois possuem radiacio com alta transferéncia linear de energia e
promovem uma alta ionizagdo em curto espago percorrido®. Os elétrons emitidos de um nécleo em
decaimento B~ apresentam espectro de energia e alcance variados®.

A0 interagir com a matéria, as particulas - podem sofrer alteracdo de rota, e podem ter
reducdo da energia cinética, que pode chegar a zero. A transferéncia linear de energia (LET) nessa
interacdo ¢ relativamente baixa (0,2 keV/um), as particulas sdo pouco eficientes em lesar o DNA das
células- alvo. Assim, para serem utilizados como agentes terapéuticos, os emissores 3~ devem estar
presentes em altas concentracdes no tecido tumoral, garantindo a transferéncia de milhares de elétrons
a cada célula neopléasica *°. Nesse sentido verifica-se que o radiois6topo em si, na maioria das vezes,
ndo atinge o tecido alvo sem a utilizagdo de uma molécula carregadora com alta afinidade pelo sitio

de ligagdo.5*
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3.2.6. Lutécio 177 (*"7Lu)

O lutécio 177 (*'’Lu) é produzido por reator nuclear, emissor de raios gama de energias 113 -

208 keV, decaimento beta de energia média 490 keV e energia maxima de 0,5 MeV, poder de

penetracdo maxima inferior a dois milimetros. A emissdo gama de 113 — 208 keV de 1771y possibilita
a aquisicdo de imagens para informac0es referentes a localizagdo, biocinética e retengdo do material
para dosimetria e planejamento terapéutico. O lutécio-177 tem emissdo de radiagdo B~ de 497 keV de
energia maxima, com alcance médio de 230 pum, sendo ideal para o tratamento de micrometastases,
como as geradas pelos tumores de prdstata hormonio-refratarios. A meia-vida fisica é de 6,73 dias,
viabiliza a distribuicdo para locais distantes do local de producéo do radiofarmaco?..

O lutécio é encontrado na natureza como uma mistura isotopica de 97,41% para 0 175Lu e
2,59% para 0 is6topo 176Lu, este segundo é radioativo com 3,78x10*° anos de meia-vida.

A producéo do lutécio-177 (*'’Lu), se da em reatores nucleares de alto fluxo por meio do
bombardeamento de um alvo enriquecido em dxido de lutécio-176 (71 %) disponivel comercialmente.
Entretanto, esta rota de producéo néo resulta em 100% de Lutécio-177, restando atomos de lutécio-

176, sendo denominado de lutécio-177 “carrier added” (c.a.) .

ny
1) lutécio-176 ——— lutécio-177 — Baixa atividade especifica

Neste contexto, este radioisétopo pode ser obtido indiretamente, irradiando 6xido de itérbio-

176 (Yb,03) obtendo 177Yb que por decaimento B~ produz 177Lu livre de carregador, nesta rota 100%

do radioisdtopo final recolhido é lutécio-177, sendo denominado “non carrier added” (n.c.a)®®.
, ny . , 1,9h , - -
2) itérbio-176 —— itérbio-177 ——  lutécio-177 - Alta atividade especifica

Entre as duas rotas de producéo destaca-se como a principal caracteristica a presenca de
carregador (lutécio-176) no produto final, sendo necessario, em alguns casos, considerar a razao molar
daradiomarcacgéo. Outra diferenga que se destaca entre as duas rotas € que a producéo pela via indireta
geralmente resulta em um lutécio-177 com atividade especifica 30% superior.®®

O lutécio, assim como o itrio possui a sua camada 4f interiorizada e “protegida” pelas camadas

552, 5p6 e 6s2 e ndo esta envolvida em ligacOes, a interacdo entre o atomo doador de elétrons e o

metal é predominantemente ionica ©’.
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O lutécio-177 apresenta caracteristicas quimicas similares a de outros lantanideos. Os
guelantes multidentados, anidnicos e macrociclicos, sdo necessarios para garantir a estabilidade do
complexo molécula carreadora-radiolantanideo. Na auséncia de ligantes que satisfacam seu nimero
de coordenacéo, ocorre a formagdo de um radiocoldide [*/Lu(OH)3] em pH neutro ou alcalino e se
acumula no figado. Para evitar a formacao de hidroxidos insoluveis, utiliza-se no procedimento de
marcagao tamp3o citrato ou acetato, com faixas de pH que variam entre 4,5 e 6,5 .

A partir do quelante utilizado, pode ser necessario aquecimento para a reacdo de

complexagdo®®. Em fungéo do 177y mimetizar o calcio in vivo e apresentar alta afinidade pelo tecido
0sseo, é necessario garantir o maximo de pureza radioquimica do radiofarmaco a ser empregado na
terapia.

A marcacdo de peptideos, proteinas, anticorpos e substratos ndo proteicos em geral,
necessitam de agentes quelantes que tornam possivel o transporte de radiometais até o alvo desejado.
O PSMA-I&T possui o quelante integrado a sua estrutura, separado do grupo farmacoférico por meio
de um espacador. O quelante do PSMA-I&T é adequado para a radiomarcacdo com o lutécio-177,

um radioisétopo metélico da familia dos lantanideos e utilizado para fins de tratamento .
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4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Neste tdpico apresenta-se a experiéncia empregada para analisar alguns parametros
estabelecidos de marcacédo do peptideo PSMA-I&T com o radioisotopo lutécio-177 c.a., e avaliar o
impacto da variacdo dos parametros na eficiéncia e estabilidade das marcagdes. Os parametros de
marcacao sdo: temperatura, pH, tempo e razdo molar peptideo-lutécio. Serdo definidos os métodos
de controle de qualidade (CQ) da pureza radioquimica das marcacGes e 0s métodos cromatograficos

a serem empregados. O delineamento experimental encontra-se resumido no diagrama a seguir:

PSMA-I&T Tampéo Ascorbato de Lutécio-177 com
(CMR-Russia) sodio 0.5M carregador (JSC, Russia on
1 Isotopia, Israel)

|. J
I

"TLu-PSMA-I&T

L3 L 3

Parimetros de Marcagio Dose Terapéutica
* Razio molar: peptides:lutécio:
(30,35 38e40) = pondicdo de marcacio
« Tempo: (20, 30 ¢ 40 minutos) otimizada
* Temperatora: (85, 87, 90 & 95 *C)
* pH da marcagdo: (4,0, 4,4, 4.7 e 53,0)
| ]
Controle de Qualidade Estudo de Estabilidade
* Pureza Radioguimica Tem]:r_eratura =-2°C
* Imediato
* 24 horas
* cromatografia de camada delgada de . 4% horas
gilica gel (CCD-3G)
« cromatografia liquida de alta « cimara climdtica
eficiéncia (CLAE) 0T e 35% de umidade
* bh apds descongelamento

Fonte: Autor da dissertacéo

O peptideo PSMA-I&T, foi adquirido pronto para marcacio com ’’Lu. Os parametros que

podem interferir na marcacdo do produto com ’Lu foram estudados de modo a obter uma alta
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porcentagem de pureza radioquimica (%PR) do marcador molecular, idealmente > 95%.

A partir do estudo foram determinados os procedimentos de marcacdo, variando-se 0S
parametros e acompanhando os resultados de porcentagens de pureza radioquimica, para estabelecer
as condicdes mais favoraveis para a marcacéo do *’’Lu-PSMA-I&T. Cada parametro foi avaliado de
forma Unica, ou seja, mantendo-se os demais parametros de marcacdo fixos, e em intervalos, para
estabelecimento de faixas de trabalho. A condicéo inicial de radiomarcagédo empregada foi baseada
em procedimento prévio, empregado nos estudos de marcacao do peptideo PSMA-617 com lutécio-
177, considerada como condicao padrdo de marcacdo. A partir do estudo das condi¢Bes de marcacao,
avaliou-se o efeito da atividade crescente de *’’LuCl; sobre a pureza radioquimica.

A pureza radioguimica foi analisada por cromatografia em camada delgada de silica gel
(CCD-SG) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para avaliar a influéncia do parametro
estudado na %PR logo ap6s a marcacdo, mas também seu impacto na estabilidade do produto
radiomarcado, as marcacGes foram avaliadas imedito e ap0os 24, 48 horas para todos 0s parametros

estudados. As amostras foram mantidas em temperatura < - 20 °C para os estudos de estabilidade.
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5. MATERIAIS

5.1. Infraestrutura

O trabalho foi realizado nos laboratérios de Controle de Qualidade e Pesquisa e
Desenvolvimento do Centro de Radiofarmacia (CECRF) do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN - CNEN/SP). O laboratério possui toda a infraestrutura necessaria para a
manipulagdo de materiais radioativos.

Principais equipamentos e materiais utilizados na realizagdo deste trabalho:

v’ Agitador/aquecedor Thermomixer Comfort 1,5 mL (Eppendorf, EUA);

v Balanca analitica (Mettler Toledo, EUA);

v’ Calibrador de atividade CR-35R (Capintec, EUA);

v Coluna de fase reversa C18 para cromatografia liquida de alta eficiéncia
(Waters, 150 mm x 4,6 mm, Sum);

v Contador automatico tipo poco com cristal Nal (TI) - D5002 cobra Il
(Packard, EUA);

v Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia, modelo 1260 Infinity, composto por sistema
modulado constituido por bomba G1311B (1260 QuantPump), injetor automatico
de amostras G1329B (1260 ALS), detector UV G4212B (1260 DAD) e forno
G1316A (1260 TCC) (Shimadzu, USA);

v' Detector radioativo (cAmara de cintilagdo — Nal) do sistema CLAE (Shimadzu,

USA), modelo 2x2" Pinhole, acoplado a interface de processamento (Lablogic);

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

v' Material plastico descartdvel em geral, tais como ponteiras, seringas, tubos
conicos com tampa para reacéo tipo eppendorf, tubos capilares, tubos cénicos tipo
Falcon, criotubos, espatula para remocdo de células;

Medidor de pH (Tecnopon, Brasil);

Pipetas automaticas (Brand, Alemanha; Socorex, Suica e Eppendorf, EUA);
Seringa de insulina com agulha de 12,7 x 0,33 mm (BD, EUA);

Suporte cromatografico de silica gel 60 em placa de alumina (TLC-SG)(Merck,

S XX

Alemanha);

v’ Tiras indicadoras de pH (Merck, Alemanha);



v Vidraria em geral, tais como béqueres, erlemeyers, balGes volumétricose

provetas.

5.2. Reagentes e solucdes utilizados

Principais reagentes e solucGes utilizados na realizagdo deste trabalho:
Acido ascorbico (Merck, Alemanha)

Ascorbato de sodio (Sigma Aldrich, EUA)

Citrato de sodio (Sigma Aldrich, EUA)

Agua purificada - Purificador Gehaka

Alcool etilico (Merck, Alemanha)

Tricloreto de lutécio-177 (*’LuClz) (JSC, RUssia ou Isotopia, Israel)

Peptideo PSMA-I&T (CMR Russia)

N N N N N RN
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6. METODOS

6.1 Condicdo padrdo de marcacéo do '’Lu-PSMA-I&T

As marcagBes de PSMA-I&T (CMR, Rdssia) foram realizadas com tricloreto de lutécio
(*"’LuCls) (JSC, Russia ou Isotopia, Israel), obtido a partir da irradiacdo de ’®Lu, ou seja, com
carregador, sendo a especificacdo para a atividade especifica > 740 GBg/mg (> 20 Ci/mg) na data de
calibragdo. A marcacdo adaptada da metodologia descrita por Boas®” incluiu o controle da
temperatura de reacdo, sendo necessario aquecimento, controle do tempo de reacdo e do pH,
empregando-se tampdo ascorbato de sodio.

O procedimento de radiomarcacao inicial do peptideo PSMA-1&T (CMR, Rdssia), consistiu
em adicionar a um frasco com fundo c6nico de 1,5 mL, 20 pL da solucdo do peptideo (1 mg/mL de
agua para injetavel - API), 200 uL de tampdo ascorbato de sédio 0,5 M, pH 4,7 seguido da solugdo
de cloreto de lutécio-177, com atividade de marcacéo variando de 370 a 740 MBq (10 a 20 mCi), de
maneira a obter a razdo molar do peptideo:lutécio pretendida, considerando a atividade especifica do
lutécio-177 na data da marcacdo, que variou de 321,53 a 1184 GBg/mg (8,69 a 32 Ci/mg). A mistura
de reacdo foi aquecida a 90 °C em aquecedor termomixer (Eppendorf) por 30 minutos e agitacdo de
450 rpm 7.

Apos término do aquecimento, a solucéo foi resfriada em bancada, retirada uma aliquota da
amostra marcada (produto), diluida com solucdo de NaCl 0,9%, obtendo-se uma concentracdo
radioativa de 1mCi/mL, para determinacdo da porcentagem de pureza radioquimica (%PR) por
Cromatografia em Camada Delgada de Silica Gel (CCD-SG) e Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), imediatamente e 24 e 48 horas ap6s a marcacdo, sendo a mistura de marcacao
mantida sob congelamento (< -20 °C). Este procedimento foi repetido para a determinagdo da pureza
radioquimica para todas as marcacdes realizadas no estudo dos parametros de marcacéao, descritos a
seguir:

» Razéo molar: peptideo:lutécio: (3,0, 3,5, 3,8 e 4,0)
*  Tempo: (20, 30 e 40 minutos)

» Temperatura: (85, 87, 90 e 95 °C)

» pH da marcacéo: (4,0,4,4,4,7e5,0)
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6.2 Estudo dos parametros de marcacdo do *’Lu-PSMA-I1&T

6.2.1 Variacdo de razdo molar de marcagédo do *’Lu-PSMA-I&T

A razdo molar foi o primeiro parametro a ser estudado na marcagdo do ’Lu-PSMA-I&T,
uma vez que se utilizou o radioisétopo obtido pela via direta, ou seja, com a presenca de carregador.
A avaliacdo do parametro razdo molar peptideo:lutécio foi importante para garantir que o
radiofarmaco fosse obtido com a maior atividade especifica possivel (atividade de lutécio/massa ou
moles do peptideo), ou seja, com 0 menor excesso possivel do peptideo, sendo esta uma caracteristica
desejavel para um radiofarmaco receptor-especifico, uma vez que nem todas as moléculas do peptideo
serdo radiomarcadas, e todas estardo disponiveis para ligarem-se aos receptores. Sendo assim, o
estudo do pardmetro razdo molar peptideo:lutécio tornou-se importante para determinar a relacdo que
promoveu alto rendimento de marcacdo, %PR elevada, atendendo ao critério previamente
estabelecido (> 95% do pico principal em CLAE e < 3% de "’Lu livre no CCD-SG), além de
estabilidade ap6s marcacdo, para estabelecer um prazo de validade compativel com o transporte do
produto para diferentes regides do pais. Neste sentido, valeu-se da experiéncia prévia do CECRF-
IPEN com a producéo e comercializagdo do radiofarmaco DOTATATO-Y’Lu (DOT-IPEN-177%),
cujas doses terapéuticas sdo produzidas com calibracdo para 48 horas e validade correspondente.

A razdo molar peptideo:lutécio foi mantida constante em 4,0 para a realizacdo da varia¢do dos
demais pardmetros de marcacio de PSMA-I&T com "’Lu. Este procedimento foi repetido para a
determinacdo da pureza radioquimica para todas as marcac@es realizadas no estudo dos parametros
de marcacéo, descritos a seguir:

* Razdo molar: peptideo:lutécio: (3,0, 3,5, 3,8 € 4,0)
*  Tempo: (20, 30 e 40 minutos)

» Temperatura: (85, 87, 90 e 95 °C)

» pH da marcacéo: (4,0,4,4,4,7e5,0)

6.2.2 Variacdo de temperatura de marcacdo do '’Lu-PSMA-I1&T

Para avaliar a influéncia da temperatura na marcagdo do peptideo "’Lu-PSMA-I&T foi
realizado procedimento de marcacéo padrdo, porém, variando-se a temperatura, em testes de bancada,
sendo: 85 °C, 87 °C, 90 °C e 95 °C.

No estudo de variagdo de temperatura, buscou-se avaliar temperaturas em torno dos 90 °C,
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sendo esta temperatura empregada em diversos estudos de marcagcdo com lutécio-177de peptideos
DOTA-conjugados. O estudo buscou estabelecer uma faixa confiavel de trabalho, uma vez que o
excesso de aquecimento poderia denaturar o peptideo e a falta de aquecimento poderia representar

uma queda na %PR da radiomarcaco®’.

6.2.3 Variacdo de pH de marcacéo do '’Lu-PSMA-I&T

A marcagdo de peptideos DOTA-conjugados com lutécio-177 deve ser realizada em meio
acido para preservar o carater cationico do lantanideo (*'’Lu*®), uma vez que a medida que o pH se
aproxima de 6,0, ocorre formacéo de espécies oxidadas de lutécio gque interferem no rendimento de
marcagao®’.

Normalmente, utilizam-se tampdo de acetato de sddio, acetato de aménia ou ascorbato de
sodio, geralmente acrescidos, antes ou ap0s a marcagdo, de agentes estabilizantes como o acido
ascorbico e &cido gentisico®’.

Neste trabalho, optou-se por utilizar o tampéo ascorbato de sédio pelo fato de 0 mesmo ja
conter acido ascoérbico em sua composicao, servindo como agente tamponante e estabilizante na
preparacéo.

Para o estudo da influéncia do pH na marcagéo do PSMA-I&T com ""Lu, o tamp&o ascorbato
de sodio foi preparado na concentracdo 0,5 M que se mostrou eficaz para tamponar o meio de
marcacao, mesmo apoés a adi¢do da solucdo acida de cloreto de lutécio-177 (pH 1,0 - 2,0). O tampéo
ascorbato de sddio 0,5 M foi preparado em pH 4,4; 4,7 e 5,0.

A seguir, apresenta-se 0 método de preparacdo do tampd&o ascorbato de sodio 0,5 M pH 4,7.

e Preparo da solugéo tampéao Ascorbato 0,5 M pH 4,7:
O célculo de concentracdo do &cido ascdrbico para acerto de pH 4,7 na solucdo é feito
conforme descrito a seguir:
Preparo de &cido ascorbico = 0,15 M
Em um béquer pesar 9,9 g de ascorbato de sédio e 2,78 g de &cido ascorbico. Dissolver em 50
mL de &gua purificada, medir o pH da solucéo, transferir para um baldo volumétrico de 100 mL e

homogeneizar a solucao.
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Ascorbato de sodio:

MM=198,11g/mol [ ]05M V=100mL
05=m =p M =9,99 Ascorbato de sédio
198,11.0,1

Acido Ascorbico:
pH =47 pKa =42
pH = pKa + log [SAL]

[H']

4,7—-4,2=log [0,5]
[H']

410%°=[05]  ==p [H]= 05 = 0,5 =0,158M
[H*] 10095 3,16

0,158M=_ m —p M =2,78g Acido Ascorbico
176,12.0,1

Valores de Acido Ascorbico

pH | Acido Ascorbico
44 2,779
4.7 2,789
5.0 4,95g

O pH do tampdo ascorbato de sddio foi aferido utilizando dois métodos de medidas sendo

eles: 0o medidor de pH (Tecnopon, Brasil) e a fita indicadora de pH (Merck, Alemanha).

6.2.4 Variacdo de tempo de marcacédo do !""Lu-PSMA-I1&T

Ao avaliar a influéncia do tempo nos ensaios de marcagdo do peptideo *"’Lu-PSMA-I&T

(JSC, Russia ou Isotopia, Israel), foram estudados os tempos de reagdo de 20 minutos, 30 minutos e

40 minutos. Apesar do lutécio-177 possuir um tempo de meia-vida fisica relativamente longo (6,65
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dias), fato que possibilita estender o procedimento de radiomarcacdo, sem grande prejuizo para o
rendimento final da sintese, é sempre importante minimizar o tempo de reacdo de marcacéo,
considerando-se a condicdo de aquecimento empregada durante a marcacdo que pode, por si S0,
degradar estruturas proteicas. Entretanto, alguns minutos a mais de reacdo podem ser decisivos para
garantir um rendimento de sintese elevado, o que se torna bastante atrativo, considerando-se o custo
elevado do radionuclideo e do peptideo empregados e, principalmente, a possibilidade de se obter o

produto acabado sem a necessidade de purificacéo final.

6.3. Marcacdo de '"’Lu-PSMA-I&T para obter dose terapéutica

Apds concluir o estudo de avaliacdo da influéncia dos parametros de marcacéo, realizou-se o
escalonamento para preparar doses terapéuticas do radiofarmaco ’Lu-PSMA-I&T (740 MBQ),
calibradas para 48 horas, empregando-se as condi¢des otimizadas estabelecidas. Nas marcacGes
utilizou-se razdo molar peptideo:lutécio 4,0; atividade de 9.250 MBq (250 mCi) de cloreto de lutécio-
177 e massa de PSMA-1&T compativel com a razdo molar escolhida.

Utilizou-se lutécio-177 com carregador, obtido de dois fornecedores internacionais,
identificados como Fornecedor A e Fornecedor B. A atividade especifica do lutécio-177, na data das
preparacdes foi de 707,0 GBg/mg (19,10 Ci/mg) para o Fornecedor A e 1072 GBg/mg (28,98 Ci/mg)
para o Fornecedor B.

Utilizou-se 1,0 mL do tampéo ascorbato de sédio 0,5 M pH 4,7. A reagédo ocorreu em frasco
de vidro tipo | com rolha e respiro, em bloco de aquecimento, & 90 °C, por 30 minutos. Ao final do
tempo de reacdo de marcagdo, aguardou-se cerca de 5 minutos para resfriamento da mistura e
acrescentou-se 0,5 mL de solucdo de DTPA (4 mg/mL). A solucdo de DTPA € acrescentada apos a
preparacdo de doses terapéuticas, funcionando como agente quelante para sequestrar o lutécio-177
livre presente na solugéo ao final da marcacéo, ou resultante de decomposicéo do radiofarmaco®’.

A pureza radioguimica foi determinada por CCD-SG e CLAE, imediatamente, 24 horas e 48

horas ap0s as marcacgdes para avaliar a estabilidade das preparacfes terapéuticas.
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6.4. Desenvolvimento dos métodos de controle de qualidade de pureza

radioguimica

A pureza radioquimica é definida como a porcentagem do total da radioatividade que se

encontra na forma radioquimica desejada, neste caso, na forma de '"’Lu-PSMA-I&T.

Para determinar a pureza radioquimica da radiomarcacdo de '’’Lu-PSMA-I&T, foram
utilizados dois métodos de controle de qualidade, a saber: cromatografia em camada delgada de silica
gel (CCD-SG) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Na preparacdo de ’Lu-PSMA-I&T, as impurezas podem se apresentar na forma de lutécio-
177 livre (forma cationica /’Lu*®), na forma de 6xido de lutécio [*"’Lu(OH)s] ou como lutécio-177
ligado ao quelante DTPA (quando este excipiente for agregado ao produto ao final da marcacéo) e
eventuais produtos de degradacdo do radiofdrmaco. As impurezas podem ser decorrentes da
radiomarcacdo inadequada, decomposicdo do peptideo, mudanca do pH ou da exposicdo a agentes

redutores ou oxidantes®.

O sistema de CCD-SG é o método utilizado para detectar e quantificar as impurezas
radioquimica na forma livre catinica (*'’Lu*3) ou complexada ao DTPA. Porém, ndo ¢ capaz de
separar 0s esteroisdmeros e os produtos de degradacdo da molécula. Por outro lado, a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) é capaz de separar e quantificar todas as formas de impurezas
radioquimicas, incluindo os produtos de degradacdo do peptideo, identificando a pureza

radioquimica.

Sendo assim, os dois metodos foram utilizados de forma complementar para quantificar
a pureza radioquimica do produto (}”’Lu-PSMA-I&T). Como o radiofarmaco em estudo ainda ndo
possui monografia em Farmacopeia oficial, as especificacbes dos ensaios limites de pureza
radioquimica e impureza, sendo a %PR > 95% do pico principal em CLAE e % Impureza Y'’Lu livre
< 3% em CCD-SG, foram baseados na monografia do %8Ga-PSMA-11, descrita na farmacopeia
europeia®®. Também foram considerados os limites de impurezas radioquimicas estabelecidos em
monografias de radiofarmacos empregados em terapia com outros radiois6topos e que possuem
monografias em farmacopeias oficiais, adotando-se critérios mais restritivos. Ndo existe monografia

oficial para radiofarmacos que empregam lutécio-177.



51

a) Cromatografia em camada delgada de silica gel (CCD-SG)

Este método determina a porcentagem da impureza radioquimica lutécio-177. O ensaio foi
realizado em Triplicata.

Com a micropipeta, aplicou-se uma aliquota de 2 pL do produto radiomarcado, com
concentracgéo radioativa de aproximadamente 37 MBg/mL, sobre as fitas de CCD-SG (1,5 x 12,5 cm)
a distancia de 1,5 cm da base da fita (figura 11).

Na fase movel do sistema cromatografico, utilizou-se uma solucéo tampao de citrato de sodio
0,1 M pH 5,5. As fitas foram colocadas em contato com a fase modvel contida nas cubas
cromatograficas. Ao fim da cromatografia, as fitas foram secas em estufa (aproximadamente 60 °C),
cortadas em segmentos de 1 cm e a leitura de radioatividade correspondente a cada segmento foi
realizada em contador gama automatico tipo pogo (Cobra Il, Packard, EUA). A porcentagem de
impureza radioquimica foi calculada a partir da relacdo da soma das atividades dos segmentos da
impureza (Rfimpureza = 0,9 — 1,0) pela atividade total da fita, conforme equacéo 1.

Y Atividade (Rf 0,9—1,0)
> Atividade todos segmentos

% Impureza = 100 1)

Figura 11 - Cubas de Cromatografia em Camada Delgada de Silica Gel (CCD-SG) — corridas
em triplicata

Cubas de cromatografia em CCD-SG. Fitas cortadas CCD-SG 1,5x 12,5cm a
distancia de 1,5 cm da base da fita
Fonte: Autor da dissertacao
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As etapas envolvidas no ensaio de CCD estéo discriminadas no diagrama a seguir.

Procedimento da Cromatografia em Camada Delgada de Silica Gel (CCD-SG)

Fase movel: As fitas foram
solufa'io colocadas em
tampio de contato com a
e citrato de fase mével As fitas cortadas
Com:? micropipeta, sodio 0,1M Conidniney em segmentos de 1
apllfou-sc uma pH 5,5 cubas cm e a leitura de
aliquota de cromatogréficas. radioatividade
2 pL sobre a fita de correspondente a
silica gel 2 As fitas foram cada segmento foi
Tamanho da fita: i
secas em estufa realizada em
]ﬂL“'PSMA'J&T 1,5x 12,5 cm (£ 60°C) contador gama
e Distincia: automético tipo
radicativa de 37 1,5 cm da base da fita pogo
MBq/mL 3 (Cobra II, Packard,
1 EUA)

4

O critério de aceitagdo estabelecido para os resultados foi < 3% de *’’Lu livre do total da

atividade (Rf 0,9-1,0).

b) Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A CLAE é um sistema cromatografico que tem como objetivo apontar contaminantes
e/ou produtos de degradacdo, ou outras espécies radioativas presentes no produto ou produtos
secundarios da amostra com finalidade de avaliar a estabilidade do radiomarcado *"’Lu-PSMA-
I&T, frente as condi¢Bes de armazenamento.

Para anéalise por CLAE (Shimadzu equipado com detector faixa UV 190 — 300 nm e detector
de radiacdo gama, Raytest) foram injetados 100 pL da amostra, com concentracdo 1 mCi/mL, no
sistema cromatografico com coluna C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 um), fase reversa, utilizando como
fase movel: agua + TFA 0,1% (solvente A) e acetonitrila + TFA 0,1% (solvente B). Para uma melhor
separacao utilizou-se o seguinte modo gradiente: 0-8 minutos; 76% (A); 8-10 minutos 60% (A) e 10-
18 minutos 60% (A), utilizando um fluxo de 0,6 mL/minuto a temperatura constante de 24°C.

O critério de aceitacdo estabelecido para os resultados foi > 95% do total da atividade
correspondente ao pico principal da analise de CLAE correspondente ao "’Lu-PSMA-I&T (Rt 15

min).
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo das condi¢des de marcagdo do peptideo 'Lu-PSMA-1&T, produzido a partir de
reacdo (n, gama) de !"Lu, foram estudados os pardmetros de marcagio: pH (a partir da variagio do
pH do tampao ascorbato de sédio utilizado na marcacao), razdo molar PSMA-I&T:Lu, tempo e
temperatura da marcagdo. Para o estudo de cada parametro, os demais permaneceram inalterados,
considerada a seguinte “condi¢do inicial de marcacao”: razao molar PSMA-I&T:Lu de 4,0, pH do
tampao de 4,7, tempo de reagdo de 30 minutos e temperatura de reagdo de 90 °C.

O critério de aceitacdo estabelecido, frente ao qual os resultados dos estudos foram analisados
foi: < 3% do total da atividade correspondente ao *’’Lu livre na analise de CCD-SG (Rf 0,9-1,0) e >
95% do total da atividade correspondente ao pico principal da andlise de CLAE (Rt de
aproximadamente 15 minutos).

Apresentam-se a seguir os resultados de avaliacdo dos pardmetros de marcagdo do peptideo
YT Lu-PSMA-I&T.

7.1 Avaliacdo da influéncia do parametro pH na marcacgéo do ’Lu-PSMA-I&T

A tabela 1 apresenta o resultado do estudo de avaliacdo da influéncia do pH do tampao na
porcentagem de pureza radioquimica (%PR) da marcagio do "’Lu-PSMA-I&T, avaliada por
cromatografia em camada delgada (CCD-SG) de silica gel (TLC-SG), imediatamente apos a

marcacgdo e apds 24 e 48 horas, mediante armazenamento sob congelamento (< -20 °C).

Tabela 1 - Resultados de Porcentagem de pureza radioquimica (%PR) do "Lu-PSMA-I&T
avaliada por CCD-SG: avaliacio da influéncia do pH de marcacao

) Porcentagem de Pureza Radioquimica (%PR) em | NUmero de
Parametro .
4 CCD-SG marcacoes
P imediato 24h 48h
4.4 99,7+0,1 99,6 £0,2 99,5+0,2 3
4,7 99,8+0,1 99,7+0,1 99,8+0,1 6
5,0 99,6 +0,1 99,4+0,2 99,5+0,3 2

Como o método de CCD-SG destina-se apenas a determinar a porcentagem da impureza
radioquimica lutécio-177 na forma livre, torna-se mais representativo apresentar os resultados das
analises de CCD-SG para a variacdo do pH de marcagdo em termos de % de lutécio-177 livre (% da
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impureza radioquimica), conforme figura 12. Em todos os pH avaliados a % de Lu-177 livre foi
inferior a 1%, inclusive nos estudos de estabilidade de 24 e 48h.

Figura 12 - Gréfico de porcentagem de lutécio-177 livre nas preparacées de /’Lu-PSMA-1&T

em CCD-SG: avaliacao da influéncia do pH do tampéao

1

TR T

mas Oh mmm?24h mmm48h -—critério de aceitacao

% Lu-177 livre

A tabela 2 e figura 13 apresentam o resultado do estudo de avaliagdo da influéncia do pH do
tampdo na porcentagem de pureza radioquimica (%PR) da marcacio do *"’Lu-PSMA-I&T, avaliada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) imediatamente apds a marcagdo e apos 24 e 48
horas, mediante armazenamento sob congelamento (< -20 °C). As andlises em CLAE foram
realizadas para as mesmas amostras analisadas em CCD-SG. As porcentagens sdao correspondentes

ao pico principal do espectro de CLAE (7’Lu-PSMA-I&T).

Tabela 2 - Resultados de Porcentagem de pureza radioquimica (%PR — pico principal) do *""Lu-

PSMA-I&T avaliada por CLAE: avaliacao da influéncia do pH de marcacgao

A Porcentagem de Pureza Radioquimica (%0PR) em .
Parametro CLAE NumeroNde

PH imediato 24h a8h marcagoes

4,4 999+0,1 995+0,1 99,2+0,2 3

4,7 99,3+0,2 99,0£0,3 98,8 +0,2 6

5,0 99,4+0,6 98,8+0,8 98,3+0,9 2
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Figura 13 - Grafico de Resultados de porcentagem de pureza radioquimica (%PR - pico

principal) do 1"’Lu-PSMA-I&T avaliada por CLAE: avalia¢io da influéncia do pH de marcacio

kR
i
A
IS Tz
e il
: At
. M e o
P >
) oy
N ‘e
e oot §
“1y "
< o
: A v
ol e 4 .
Y batd)
T ya.
s o Taad b 8
ol X D roe
oy Wy r
] e =
N * o s
P 5]
) oy Wy
N ‘e
e oot §
“1y "
< o
: A v
ol e 4 .
Y batd)
T ya.
‘o~ eyt
-’ 0
v | I
4,4 47 5

w0 H 24h m48h

Condigdes empregadas no CLAE: CLAE (Shimadzu, USA), Coluna RP18, Sum 4,6x150mm, 24°C,
gradiente 0-8 min 24% B; 9-18 min 60% B; fluxo 0,6 mL/min, A= H>0/0,1%TFA,
B=ACN/0,1%TFA; volume injetado 100 pL.

100

As figuras 14, 15 e 16 apresentam espectros de CLAE representativos da marcacio de 1’’Lu-
PSMA-I&T em pH 4.4, 4,7 e 5,0, respectivamente, imediatamente apds a marcagdo e apos 24 e 48

horas, mediante armazenamento sob congelamento (< -20 °C).
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Figura 14 - Espectro de CLAE da marca¢io de 1/'Lu-PSMA-1&T em tampio pH 4,4: Imediato;

24 horas; 48 horas
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Figura 15 - Espectro de CLAE da marcacio de *’’Lu-PSMA-I&T em tampio pH 4,7:

Imediato; 24 horas; 48 horas
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Figura 16 - Espectro de CLAE da marcagio de !’’Lu-PSMA-I&T em tampao pH 5,0: Imediato;
24 horas; 48 horas
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Os resultados obtidos por CLAE nos diferentes pH também atingiram o critério de %PR pré-
estabelecido (> 95% do pico principal), e foram avaliados estatisticamente pelo teste de ANOVA
seguido pelo teste de Tukey (GraphPad Prism 8.0.2® Software, Inc., San Diego, EUA).

Observa-se para as variagcdes de pH no tempo imediato, um resultado ANOVA sem variacao
significativa, P=0,1369, seguido pela andlise de Turkey, comparando as variagdes individualmente,
todas apresentaram P-valor maior que 0,05, sendo P=0,1270 entre o pH 4,4 ¢ 4,7; P =0,3220 entre o
pH 4,4 € 5,0 e P=0,9790entre o pH 4,7 ¢ 5,0.

Na analise das variagdes no tempo de 48 horas, a ANOVA apresenta um P-valor de 0,2702, e
resultado de Tukey de P=0,5828 entre o pH 4,4 ¢ 4,7, P=0,2446 entre pH 4,4 ¢ 5,0 e P=0,5531entre
4,7¢5,0.

Na variacao estudada do pH nos tempos imediato, 24 ¢ 48 horas, nao ha diferenca significativa
entre os resultados de CLAE (ANOVA/analise de Turkey) e todos atenderam ao critério de aceitagao
(= 95% do pico principal). Escolhemos trabalhar com o pH 4,7 por ser um valor intermediario e
estabelecemos um intervalo de trabalho de pH 4,4 a 5,0.

Todos os resultados obtidos no estudo de variacdo de pH analisados em CCD-SG atingiram
porcentagem de !"’Lu livre dentro da especifica¢io (< 3%), e sem variagdo significativa apos 24 e 48
horas. Vale ressaltar que o método de CCD-SG consegue identificar apenas a impureza radioquimica
lutécio-177 na forma livre, ou seja, a forma catidnica em solugdo, ndo ligada ao peptideo.

Por este motivo, de forma geral, os resultados de %PR obtidos em andlise de CLAE sao
inferiores aos obtidos em andlise de CCD-SG no estudo de estabilidade, que compreendem as anélises
apos 24 e 48 horas de armazenamento. Neste caso, o decréscimo na porcentagem de pureza
radioquimica deveu-se a formacao de espécies radioquimicas diferentes do peptideo radiomarcado e
lutécio-177 livre, identificadas apenas na analise de CLAE, como picos de pequena porcentagem,
representando, provavelmente, produtos de degradacao do peptideo radiomarcado. Este fato confirma
a importancia da utilizacdo do estudo de CLAE na etapa de avaliacdo dos pardmetros de marcagao,
particularmente associado a avaliagdo conjunta da estabilidade.

Por meio dos espectros de CLAE foi possivel observar um pequeno decréscimo na %PR da
marcacao que empregou pH 5,0, nos tempos de 24 e 48 horas apds a marcagdo. A impureza presente
nos espectros correspondentes, com tempo de retengdo (Rt) de pouco mais de 10 minutos, ndo estava
presente no tempo imediato nem nos espectros de CLAE de marcagdes realizadas em pH 4,4 ou 4,7.
Nestes dois ultimos pH, uma impureza radioquimica com Rt de pouco mais de 8 minutos foi

identificada nos tempos de 24 e 48 horas.
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7.2 Avaliacdo da influéncia do parametro razdo molar na marcacdo do ’’Lu-
PSMA-I&T

A tabela 3 e figura 17 apresentam o resultado do estudo de avaliagdo da influéncia da raziao
molar PSMA-I&T:Lu na porcentagem de pureza radioquimica (%PR) da marcagao do *’Lu-PSMA-
I&T, avaliada por CCD-SG, imediatamente apds a marcacdo e apds 24 e 48 horas, mediante
armazenamento sob congelamento (< -20 °C).

Tabela 3 - Resultados de Porcentagem de pureza radioquimica (%PR) do "Lu-PSMA-I&T
avaliada por CCD-SG: avaliacio da influéncia da razio molar (RM) PSMA-I&T:!""Lu

Porcentagem de Pureza Radioquimica (%PR) em .
Parametro CCD-SG Namero de
Razéo Molar imediato 24 48h marcacdes
3,0 99,9+0,0 99,6 £0,0 99,7+0,0 2
35 99,8+0,1 99,7+0,2 99,6 £0,2 4
3,8 99,9+0,1 99,6 0,2 99,6 £0,2 3
4,0 99,8+0,1 99,7+0,1 99,8+0,1 6

Da mesma forma que para os parametros anteriormente estudados, os resultados de CCD-SG
sd3o melhor representados por meio da porcentagem da impureza !”’Lu livre, conforme Figura 17.

Figura 17 - Gréfico da porcentagem de lutécio-177 livre nas preparacdes de '’'Lu-PSMA-I&T
em CCD-SG: avaliacao da influéncia da razdo molar (RM) PSMA-I&T:Lu

3

% Lu-177 livre

1
3.0 35 3.8 4.0
——Oh wsm24h mwmm48h -—critério de aceitacdo

A tabela 4 e figura 18 apresentam o resultado do estudo de avaliacdo da influéncia da raziao
molar PSMA-I&T:Lu na porcentagem de pureza radioquimica (%PR) da marcag¢do do }"’Lu-PSMA-
I&T, avaliada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) imediatamente ap6s a marcagao e
apos 24 e 48 horas, mediante armazenamento sob congelamento (< -20 °C). As andlises em CLAE
foram realizadas para as mesmas amostras analisadas em CCD-SG. As porcentagens sao
correspondentes ao pico principal do espectro de CLAE (*'’Lu-PSMA-1&T).
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Para CCD-SG a variagdo estudada da Razao Molar nos tempos imediato, 24 horas e 48 horas
apresentou resultados semelhantes e atendendo aos critérios de aceitacdo (< 3% de !”7 Lu livre).

Tabela 4 - Resultados de Porcentagem de pureza radioquimica (%PR — pico principal) do ''’Lu-
PSMA-I&T avaliada por CLAE: avaliagao da influéncia da razdo molar (RM) PSMA-I&T:Lu

Parametro Porcentagem de Pureza Radioquimica (%PR) em | NGmero de
x CLAE marcagoes
Razdo Molar| 0 iato 24 48h
3,0 99,8 +0,2 99,3+0,2 98,5+0,7 2
3,5 99,6 £0,3 99,2+0,2 98,7+0,3 4
3,8 99,7+0,2 99,2+0,1 98,7+0,4 3
4,0 99,3+0,2 99,0+0,3 98,8+0,2 6

Figura 18 - Grafico de Resultados de porcentagem de pureza radioquimica (%PR — pico
principal) do "Lu-PSMA-I&T avaliada por CLAE: avaliacio da influéncia da razio molar
100
Ea us —

(RM) PSMA-I&T:Lu
99
98
97
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95 RM
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O0h m 24h m 48h
Condigdes empregadas no CLAE: CLAE (Shimadzu, USA), Coluna RP18, Sum 4,6x150mm, 24°C,
gradiente 0-8 min 24% B; 9-18 min 60% B; fluxo 0,6 mL/min, A= H>0/0,1%TFA,
B=ACN/0,1%TFA; volume injetado 100 pL.

%PR

As figuras 19, 20, 21 e 22 apresentam espectros de CLAE representativos da marcagdo de
Y7Lu-PSMA-I&T nas razdes molares PSMA-I&T: Lu de 3.0, 3,5, 3.8 e 4,0, respectivamente,
imediatamente ap0s a marcacgao e apos 24 e 48 horas, mediante armazenamento sob congelamento (<
-20 °C).
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Figura 19 - Espectro de CLAE da marcagiio de /’Lu-PSMA-I&T na razio molar PSMA-
I&T:Lu de 3,0: Imediato; 24 horas; 48 horas
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Figura 20 - Espectro de CLAE da marcagiio de /’Lu-PSMA-I&T na razio molar PSMA-
I&T:Lu de 3,5: Imediato; 24 horas; 48 horas
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Figura 21 - Espectro de CLAE da marca¢io de 'Lu-PSMA-I&T na razio molar PSMA-
I&T:Lu de 3,8: Imediato; 24 horas; 48 horas
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Figura 22 - Espectro de CLAE da marcagiio de /’Lu-PSMA-I&T na razio molar PSMA-

I&T:Lu de 4,0: Imediato; 24 horas; 48 horas
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Da mesma forma que no estudo de variagdo de pH, a andlise de %PR em CCD-SG nao
apresentou variacao representativa entre as diferentes razdes molares e no estudo de estabilidade de
24 e 48 horas, o decréscimo da %PR foi minimo, devendo-se apenas a identificacdo da espécie

lutécio-177 livre.

As variagdes de razdo molar (3,0; 3,5; 3,8; e 4,0), avaliadas por CLAE ndo apresentaram
diferenga significativa nos tempos imediato e 48h, apresentando respectivamente ANOVA P=0,3060
e P=0,8312. Todas as razdes molares promoveram resultados de %PR que atendem ao critério de
aceitacdo (= 95% do pico principal) para o tempo imediato, bem como para os tempos de 24 e 48

horas, com amostras armazenadas sob congelamento (< -20 °C).

O tempo imediato apresenta resultado de Tukey entre as variaveis: 3,0 e 3,5 P=0,8282; 3,0 ¢
3,8 P=0,9918; 3,0 e 4,0 P=0,3837; 3,5 e 3,8 P=0,9196; 3,5 ¢ 4,0 P=0,7711 ¢ 3,8 ¢ 4,0 P=0,4359.
Para o tempo de 48h o resultado de Tukey entre as varidveis foi: 3,0 e 3,5 P=0,9730; 3,0 e 3,8 P=
0,9435; 3,0 € 4,0 P=0,8111; 3,5 e 3,8 P=0,9978; 3,5 ¢ 4,0 P=0,9438 ¢ 3,8 ¢ 4,0 P=0,9891.

Em todos os espectros de CLAE do estudo de variagdo da razdo molar, observa-se um pico
principal, correspondente ao peptideo radiomarcado e o aparecimento de um segundo pico, com Rt
de pouco mais de 8 minutos, especialmente nos espectros de CLAE correspondentes aos tempos de
24 e 48 horas do estudo de estabilidade das marcagdes. Esta impureza radioquimica também foi
observada no estudo de estabilidade de variagdo de pH para os pH de 4,4 e 4,7. Sendo o pH 4,7
empregado no estudo de variagdao da razao molar, e a porcentagem desta impureza praticamente igual
em todas as razdes molares avaliadas, € razodvel supor que tal impureza radioquimica ndo apresenta

correlacdo com a razdo molar empregada.

Do estudo de variagdo da razdo molar, acompanhado do estudo de estabilidade, pode-se
concluir que todas as razdes molares estudadas conduziram a resultados satisfatorios de %PR e
estabilidade do radiofarmaco. Entretanto, ¢ importante considerar que as marcacdes foram realizadas
com baixa atividade, cerca de 740 MBq (20 mCi), fato que pode ter corroborado para os resultados
de %PR elevados nos estudos de estabilidade. Para defini¢do da razio molar PSMA-I&T:'""Lu,
estudos de radiomarcagdo com atividade alta, compativel com a producao de doses terapéuticas do
radiofarmaco, deverao ser realizados, para confirmar a estabilidade da dose terapéutica na razdo molar

escolhida.

A defini¢do da razdo molar peptideo:radionuclideo € o principal parametro a ser considerado

no estudo de determinacao das condi¢cdes de marcag¢dao, com influéncia direta na estabilidade do
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peptideo radiomarcado. Um excesso molar de peptideo ¢ requerido para garantir a eficiéncia de
radiomarcacdo e a estabilidade do peptideo radiomarcado. Porém, deve-se buscar trabalhar com a
menor razao molar possivel, produzindo um radiofirmaco com atividade especifica
(atividade/unidade de massa do peptideo) alta, particularmente quando o radiofarmaco for receptor-
especifico, evitando-se administrar ao paciente um excedente do peptideo nio radiomarcado que ird

competir pelos receptores das células tumorais.

7.3 Avaliacédo da influéncia do parametro tempo na marcagéo do "’Lu-PSMA-
I&T

Atabela 5 e figura 23 apresentam os resultados do estudo de avaliacdo da influéncia do tempo
na porcentagem de pureza radioquimica (%PR) da marca¢io do "’Lu-PSMA-I&T, avaliada por
CCD-SG, imediatamente ap6s a marcacdo e apds 24 e 48 horas, mediante armazenamento sob

congelamento (< -20 °C).

Tabela 5 - Resultados de Porcentagem de pureza radioquimica (%PR) do Y/’Lu-PSMA-I&T

avaliada por CCD-SG: avaliaciio da influéncia do tempo de marcacio

Parametro | Porcentagem de Pureza Radioquimica (%0PR) em | Nuamero de

Tempo CCD-SG marcagoes
(minutos) imediato 24h 48h
20 93,6 +23 94,7+ 3,3 94,2 +3,0 4
30 99,8+0,1 99,7+0,1 99,8+0,1 6
40 99,6 £0,3 99,7+0,3 99,7+0,1 3
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Figura 23 - Grafico Porcentagem de lutécio-177 livre nas preparagées de /’'Lu-PSMA-1&T em

CCD-SG: avaliacio da influéncia do tempo de marcagao
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A tabela 6 e figura 24 apresentam os resultados do estudo de avaliagdo da influéncia do tempo

na porcentagem de pureza radioquimica (%PR) da marcac¢io do ’Lu-PSMA-I&T, avaliada por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) imediatamente apds a marcagao e apos 24 e 48 horas,

mediante armazenamento sob congelamento. As analises em CLAE foram realizadas para as mesmas

amostras analisadas em CCD-SG. As porcentagens sao correspondentes ao pico principal do espectro

de CLAE (*""Lu-PSMA-I&T).

Tabela 6 - Resultados de Porcentagem de pureza radioquimica (%PR — pico principal) do *""Lu-

PSMA-I&T avaliada por CLAE: avaliacao da influéncia do tempo de marcacio

Parametro | Porcentagem de Pureza Radioquimica (%0PR) em | Namero de
Tempo CLAE marcagoes
(minutos) imediato 24h 48h
20 99,0+1,2 98,4+1,6 98,8 +0,7 4
30 99,3+0,2 99,0+0,3 98,8 +0,2 6
40 99,2+0,2 98,3+ 0,4 98,5+0,5 3
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Figura 24 - Grafico Resultados de Porcentagem de pureza radioquimica (% PR — pico principal)
do Y"Lu-PSMA-I&T avaliada por CLAE: avalia¢io da influéncia do tempo de marcacio

100

99

Tempo (minutos)

m0Oh ® 24h 48h

Condig¢des empregadas no CLAE: CLAE (Shimadzu, USA), Coluna RP18, Sum 4,6x150mm, 24°C, gradiente
0-8 min 24% B; 9-18 min 60% B; fluxo 0,6 mL/min, A= H,0/0,1%TFA, B=ACN/0,1%TFA; volume injetado
100 pL.

Fonte: Autor da dissertacdo
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As figuras 25, 26, e 27 apresentam espectros de CLAE representativos da marcagdo de 1’"Lu-
PSMA-I&T nos tempos 20, 30 e 40 minutos, respectivamente, imediatamente apos a marcagao e apos

24 ¢ 48 horas, mediante armazenamento sob congelamento (< -20 °C).

Figura 25 - Espectro de CLAE da marcacio de /Lu-PSMA-I&T no tempo de 20 minutos:
Imediato; 24 horas; 48 horas
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Figura 26 - Espectro de CLAE da marcacdo de "'Lu-PSMA-1&T no tempo de 30 minutos:

Imediato; 24 horas; 48 horas
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Figura 27 - Espectro de CLAE da marca¢io de /’Lu-PSMA-I&T no tempo de 40 minutos:

Imediato; 24 horas; 48 horas
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No caso do estudo de variagdo do tempo de marcagdo na analise de CCD-SG foi observada
reducdo na %PR para o tempo de 20 minutos, quando comparada aos tempos de 30 e 40 minutos,
com aumento da porcentagem de lutécio-177 na forma livre, fato que indica que o tempo de 20
minutos foi insuficiente para promover a complexacao quantitativa do lutécio-177 ao quelante do
peptideo, na porcentagem observada para os tempos maiores.

O decréscimo na %PR para o tempo de 20 minutos nao foi observado na andalise de CLAE,
confirmando que este método ndo ¢ adequado para determinagdo da porcentagem de lutécio livre
presente na marcacdo. Sendo assim, a utilizagdo de ambos os métodos cromatograficos ¢
imprescindivel, sendo métodos complementares na determinacdo da %PR da marcagdo, cujo critério
devera considerar, para liberacio de lotes de produ¢do do radiofirmaco "’Lu-PSMA-1&T, a %PR
determinada no método de CLAE (> 95% do pico principal) e a porcentagem da impureza lutécio-
177 livre (< 3%), determinada pelo método de CCD-SG.

A analise das médias das variagdes de tempo de marcagao (20, 30 e 40 minutos) para a analise
de CLAE apresentaram ANOVA P=0,8396 e P=0,8129, respectivamente para os resultados imediato
e 48h apds a marcagdo, demonstrando que ndo ha diferenga significativa entre as médias dos
resultados de %PR.

Utilizando a analise Tukey, observa-se um p-valor para os tempos imediato e 48h,
respectivamente, para as variagoes 20 e 30 minutos P= 0,8268 e P= 0,9995; 20 e 40 minutos P=
0,9672 ¢ P=0,8357 e 30 e 40 minutos P=0,9592 ¢ P=0,8267. Todos os resultados apresentados pelo
método de Tukey demonstram que ndo ha varia¢do significativa entre as médias das variaveis de
tempo.

Apesar da avaliagdo estatistica realizada nos resultados de CLAE indicar ndo haver diferenca
significativa no resultado de %PR para os tempos estudados, tanto para o tempo imediato como para
o estudo de estabilidade, no caso especifico do pardmetro tempo, considera-se o tempo de 20 minutos
insuficiente, dado o resultado do estudo de CCD-SG. Na variacao estudada do tempo de marcacao
foi observado na anélise CCD-SG um aumento da porcentagem de lutécio-177 livre no tempo de 20
minutos, indicando que o tempo de 20 minutos foi insuficiente para atender ao critério de aceitagdo
(£3% de '77 Lu livre). Escolhemos o tempo de 30 minutos por ser um tempo intermedidrio. O tempo
de 30 minutos foi considerado ideal, uma vez que nao houve incremento na %PR ao se utilizar o
tempo de 40 minutos. Apesar disso, foi importante observar que o tempo de 40 minutos ndo promoveu

degradacao do peptideo, podendo ser considerado como um intervalo de tempo satisfatorio.
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7.4 Avaliacdo da influéncia do parametro temperatura na marcagdo do *"’Lu-
PSMA-I&T

A tabela 7 e figura 28 apresentam os resultados do estudo de avaliagdo da influéncia da

temperatura na porcentagem de pureza radioquimica (%PR) da marcagio do ''Lu-PSMA-1&T,

avaliada por CCD-SG, imediatamente apO6s a marcacdo e apds 24 e 48 horas, mediante

armazenamento sob congelamento (< -20 °C).

Tabela 7 - Resultados de Porcentagem de pureza radioquimica (%PR) do "Lu-PSMA-I&T
avaliada por CCD-SG (TLC-SG): avaliacido da influéncia da temperatura de marcacgao

Parametro Porcentagem de Pureza Radioquimica (%6PR) em | Numero de
Temperatura CCD-SG marcacoes
(°C) imediato 24h 48h
85 98,7+15 98,9+1,2 98,8+1,1 3
87 99,8 +0,0 99,5+0,2 99,3+0,4 3
90 99,8+0,1 99,7+0,1 99,8+0,1 6
95 99,8 +0,0 99,8 +0,0 99,1+0,6 3

Figura 28 - Grafico Porcentagem de lutécio-177 livre nas preparacgoes de /’Lu-PSMA-1&T em

CCD-SG: avaliacao da influéncia da temperatura de marcacgao
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A tabela 8 e figura 29 apresentam os resultados do estudo de avaliagdo da influéncia da
temperatura na porcentagem de pureza radioquimica (%PR) da marcagio do ''Lu-PSMA-1&T,
avaliada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) imediatamente ap6s a marcagao e apds
24 ¢ 48 horas, mediante armazenamento sob congelamento. As analises em CLAE foram realizadas
para as mesmas amostras analisadas em CCD-SG. As porcentagens sdo correspondentes ao pico
principal do espectro de CLAE (}""Lu-PSMA-I&T).

Tabela 8 - Resultados de Porcentagem de pureza radioquimica (%PR — pico principal) do ''’Lu-
PSMA-I&T avaliada por CLAE: avaliacao da influéncia da temperatura de marcacgao

Parametro Porcentagem de Pureza Radioquimica (%6PR) em | Numero de
Temperatura CLAE marcacoes
(°C) imediato 24h 48h
85 99,1+0,7 98,8+0,9 98,9 +0,5 3
87 99,8 0,2 99,2+0,1 99,2+0,1 3
90 99,3+0,2 99,0+0,3 98,8 0,2 6
95 98,1+1,7 97,8+1,3 97,7+18 3

Figura 29 - Grafico de Resultados de Porcentagem de pureza radioquimica (%PR — pico
principal) do ’Lu-PSMA-I&T avaliada por CLAE: avaliagiio da influéncia da temperatura de
marcacao
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Condi¢des empregadas no CLAE: CLAE (Shimadzu, USA), Coluna RP18, Sum 4,6x150mm, 24°C,
gradiente 0-8 min 24% B; 9-18 min 60% B; fluxo 0,6 mL/min, A= H>0/0,1%TFA,
B=ACN/0,1%TFA; volume injetado 100 uL.

As figuras 30, 31, 32 e 33 apresentam espectros de CLAE representativos da marcagao de
Y7L u-PSMA-I&T nas temperaturas de 85, 87, 90 e 95 °C, respectivamente, imediatamente apos a
marcacgdo e apds 24 e 48 horas, mediante armazenamento sob congelamento (< -20 °C).



76

Figura 30 - Espectros de CLAE da marcacdo de '''Lu-PSMA-I&T na temperatura de 85°C:
Imediato; 24 horas; 48 horas

Counts
500047 — = = o
4000
i
3000+
Imediato
20002 ~
& =
g
o
U
2 -3
1000 - |
c |
- §\ [ o~
2 2 2
032 . ——— o R
= = = = — =
0:00 5:00 10:00 15:'00 mm:ss
Counts
A — (] - [ n
40004 %
{ &
3000
2000+
|
~
, 5
: g
1000+ . i
| E
7 g g
0-2 i e e ]
= e, T — 2¥ “—I‘ =
0:00 5:00 10:00 15:00 mm:ss
Counts
40001 mn 3 [al n n
}
3000
48h 2000~
~
c
g
1000- o
: =
S
— o~
2 ) 2
(i B A o - = 1 a = «Q
= = — = — =
0:00 5:00 10:00 15:00 mm:ss




77

Figura 31 - Espectros de CLAE da marca¢io de !”"Lu-PSMA-I&T na temperatura de 87°C:

Imediato; 24 horas; 48 horas
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Figura 32 - Espectros de CLAE da marca¢io de ”"Lu-PSMA-I&T na temperatura de 90°C:

Imediato; 24 horas; 48 horas
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Figura 33 - Espectros de CLAE da marca¢io de 1'’Lu-PSMA-I&T na temperatura de 95°C:
Imediato; 24 horas; 48 horas

Counts
Vs = (] ~aml M
ool :
SUvU b
; 5
]
+u001'
?ngn;
Imediato
3 -
2000~ c
: S
g
-4
1000-
2 ~N
o =)
{j:; - ——g—— — — g
| = : —_— =
0:20 5:00 10:00 15:‘00 mm:ss
Ceunts o
5!}00}” n (o} T (,é‘ 1 n
i -4
BOOOj
24h 2000~
’ — ~
3 o s
1000- @ e
- J ~
g 2
0= - - = — =
d T " v ¥ v T T
0:00 5:00 10:00 15:00 mm:ss
Counts
0*{ )} ™ - Tea 2]
' g
g
1
3000
2000
48h -
c
g
1000~ &
A_‘ o~
el o
o2 p N B e , 2
= =T = T T e s
0:90 5:00 10:00 15:00 mm:ss




80

A influéncia da temperatura na %PR da marcagdo foi avaliada para as temperaturas de 85°C,
90°C e 95°C e a andlise por ANOVA demonstrou que ndo ha diferenca significativa entre as médias,
apresentando respectivamente resultados de P=0,3767 ¢ P=0,3719 para o tempo imediato e 48h apos
a marcacao.

Para esse parametro, a anélise de Tukey demonstra que ndo hé variagdo significativa entre as
médias das %PR nas condigdes estudadas, apresentando para os tempos imediato e 48h
respectivamente P= 0,9466 e 0,9840 para temperatura de 85 °C e 90 °C; P=0,5981 e P=0,4272 para
temperatura de 85 °C e 95 °C e P=0,3510 e P=0,4119 para temperatura de 90 °C e 95 °C.

Apesar da analise estatistica demonstrar nao haver diferenca significativa entre as médias de
%PR para as diferentes temperaturas estudadas, observou-se na analise por CLAE para a temperatura
de 95 °C, desvios padrao maiores que os observados para outras temperaturas. Sendo assim, no
estabelecimento de um intervalo confidvel de temperatura, os limites de 85 °C e 90 °C deverdo ser

observados.

7.5 Marcacao de dose terapéutica empregando condicdes otimizadas e avaliagdo
da estabilidade

Os resultados dos dois estudos de marcagdo empregando '7’Lu com carregador, proveniente
de dois fornecedores diferentes, e com atividade de marcagdo compativel com a preparacdo de uma
dose terapéutica do radiofarmaco na data de calibragdo (48 horas apds a marcagdo) estdo
representados na tabela 9 e figura 34. Os dados representam a %PR das preparacdes, mantidas sob
congelamento (< - 20 °C) até 48 horas, quando foram descongeladas e mantidas em camara climéatica

em condicdes de temperatura e umidade controladas (30°C e 35% de umidade) por seis horas.
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Tabela 9 - Resultados de Porcentagem de pureza radioquimica (%PR — pico principal) do *""Lu-

PSMA-I&T avaliada por CLAE (% pico principal) e por CCD-SG (% de '/’Lu livre): estudo

de estabilidade
PORCENTAGEM DE PUREZA RADIOQUIMICA (%PR)
PARA O CLAE E PORCENTAGEM DE IMPUREZA '"Lu
Fornecedor ] LIVRE PARA CCD-SG
de Lu-177 | Metodo _»
Congelado Céamara climatica
TO T24 T48 | Tlh T2h T3h T4h T5h T6h
CCDh-sG| 0,7 04 06 | 11 1 13 12 12 12
A
CLAE | 994 986 97,2 | 97 97 97 965 96,3 96,4
ccb-s¢) 03 04 06 | 08 08 08 09 09 09
B
CLAE | 993 985 972|973 972 97 968 968 96,8

Figura 34 - Grafico Evoluc¢io da %PR em CLAE (% pico principal) — estudo de estabilidade

das doses terapéuticas para dois Fornecedores de Lu-177 (A e B)
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As doses terapéuticas preparadas com a condi¢do de marcagdo otimizada apresentaram alta

pureza radioquimica, atendendo ao critério de aceitacdo (= 95% da atividade correspondente ao pico
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principal no CLAE e < 3% da atividade total correspondente a !”’Lu livre na anéalise em CCD-SG),
quando armazenadas na forma congelada, simulando a condi¢@o que sera empregada para transporte
do produto. A estabilidade foi mantida ap6s o descongelamento, por um periodo de até 6 horas de
avaliacdo, nas condi¢des de temperatura e umidade estudadas. Este resultado de estabilidade apds o
descongelamento ¢ importante pois assegura a qualidade do produto apés o descongelamento,
mantido em temperatura ambiente, por um longo periodo do tempo, facilitando o estabelecimento do
protocolo de administracao de doses aos pacientes.

Como a atividade especifica do lutécio-177 variou entre os fornecedores (4 e B), as doses
terapéuticas preparadas apresentaram atividade especifica final de 21,46 GBg/mg (0,58 Ci/mg) para
o Fornecedor A e 30,7 GBg/mg (0,83 Ci/mg) para o Fornecedor B. Apesar da diferenca na atividade
especifica das preparagdes, ambas apresentaram estabilidade dentro dos critérios de aceitagao de
pureza radioquimica.

As figuras 35 e 36 representam os perfis de CLAE de um dos estudos de estabilidade de dose
terapéutica, respectivamente, para os tempos de 24 e 48h (sob congelamento) e 1 a 6 horas
(temperatura ambiente em camara climatica), nos quais podem ser observados picos com Rt de 4 e 8
minutos, em pequena porcentagem, que aumentam em fung¢do do tempo de armazenamento,
provavelmente relacionados a produtos de degradagdo do radiofdrmaco, porém, sem comprometer o

atendimento ao critério de aceitacdo para o pico principal (> 95%).
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Figura 35 - Espectros de CLAE da marcagio de '"'Lu-PSMA-I&T - dose terapéutica: Imediato;

24 horas; 48 horas (armazenado congelado < -20 °C)
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Figura 36 - Espectros de CLAE da marcacdo de Y/'LU-PSMA-I&T - dose terapéutica: 1 a 6

horas apo6s descongelamento (armazenado em cimara climatica a 30 °C e 35 % de umidade)
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7.6 Discussao

Di Iorio e col. * realizaram estudo de marcagio de *’’Lu-PSMA-I&T, para produgio de doses
terapéuticas, porém, empregaram o radioisotopo obtido pela rota indireta, com alta atividade
especifica (> 3000 GBq/mg). Foram empregadas atividades de (}"’Lu) LuCls da ordem de 18.350 a
31.040 MBq (496 a 839 mCi) e massa do precursor PSMA-I&T de 500-800 pg (334-534 nmol),
ajustada para obter-se atividade especifica de 36 a 39 GBg/mg (0,97 a 1,05 Ci/mg). Os autores
utilizaram tampé&o acetato de sodio e o pH de marcacdo ndo foi informado. No meio de marcacao
também foram adicionados &cido gentisico e &cido ascorbico como estabilizantes (“radical

scavengers”). A marcacdo ocorreu a 95°C por 30 minutos e a pureza radioquimica das marcaces foi
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elevada, atendendo ao critério de aceitacdo adotado (> 97% de Y""Lu-PSMA-I&T e < 3% de ''Lu
coloidal, tanto para CCD-SG como para CLAE) %.

Os autores observaram, quanto a estabilidade, que a utilizacdo de solucéo de cloreto de sodio
0,9% como diluente ndo garantiu o atingimento do critério de aceitacdo apds 24h de armazenamento
a temperatura ambiente, e propuseram a formulacéo final utilizando como diluente solucéo de 4cido
ascorbico 20 mg/mL em NaCl 0,9%, para garantir a estabilidade da preparagéo *.

Comparativamente, neste presente trabalho, a utilizacdo de tampédo ascorbato de sodio
mostrou-se efetiva na prevencdo da radidlise durante a marcagdo, bem como na manutencdo da
estabilidade do produto durante o armazenamento, ndo havendo necessidade de utilizacdo de acido
gentisico durante a marcagdo. Na formulacéo final, o diluente empregado foi solugdo de cloreto de
sodio 0,9%, e a preparacdo permaneceu estavel durante o armazenamento sob congelamento por até
48 horas (considerado o pior caso de tempo de transporte para regides mais distantes do Brasil) e
manteve a estabilidade por até 6 horas ap6s descongelamento, mesmo sendo armazenado sob
condicbes de temperatura ambiente para zona tropical (30°C e 35% de umidade). Deste modo, a
utilizacdo de tampdo ascorbato de sédio para marcacéo e de solucdo de cloreto de sédio 0,9% como
diluente final do produto, foi considerada satisfatoria para manutencdo da estabilidade da dose
terapéutica.

Outro fator importante de comparacdo € a atividade especifica do radiofarmaco. Empregando-
se 7"Lu de alta atividade especifica, Di Iorio e col. *° obtiveram o radiofarmaco com atividade
especifica de 36 a 39 GBg/mg (0,97 a 1,05 Ci/mg), comparada com a atividade especifica de 21,46 e
30,7 GBg/mg (0,58 e 0,83 Ci/mg) empregadas nas doses terapéuticas preparadas neste presente
trabalho, em decorréncia da utilizacdo de '""Lu de atividade especifica mais baixa, oriundo da rota de
producdo direta, a partir de Lu-176.

Weineisen, M. e col.®! descreveram a marcagéo de ’Lu-PSMA-I&T obtendo o radiofarmaco
com atividade especifica de 40,0 GBq/mg (1,08 Ci/mg), por meio de rea¢do de 150-200 ng PSMA
I&T com 6-8 GBq de *'’LuCls (ITG, Garching, Germany) a 90 °C por 30 minutos, em tampao acetato
de sodio (0,4 M, 800 uL, pH 5,5). A este tampé&o foi adicionado 5-10 mg de &cido gentisico para
prevenir radidlise. Foi utilizada solucdo salina para diluicdo. O artigo ndo informa a atividade
especifica do !"’Lu utilizado e a atividade especifica do radiofarmaco foi apenas ligeiramente superior
a obtida no presente trabalho.

Em se tratando de radiofarmaco receptor-especifico, € desejavel obté-lo com a maior atividade

especifica possivel, pois assim sera menor a quantidade de moléculas do precursor ndo radiomarcadas
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a competir com as moléculas marcadas pelo receptor-alvo. Entretanto, € importante considerar a
caréncia eventual de '7"Lu de alta atividade especifica no mercado internacional bem como o custo
maior deste insumo, que podem impactar na disponibilidade e no custo final do radiofarmaco. Nestes
casos, a utilizacdo do '""Lu de baixa atividade especifica pode ser recomendada. Além disso, o
impacto da atividade especifica do ’’Lu-PSMA-1&T sobre a captagdo tumoral do radiofarmaco ndo
foi efetivamente estudado do ponto de vista clinico.

Neste sentido, Villas Boas, C.A.W e col. *’, estudaram a influéncia da atividade especifica do
7"Lu nas propriedades do radiofarmaco !”’Lu -PSMA-617 em estudos pré-clinicos. O estudo in vitro
realizado com células de tumor de prostata LNCap (Lympho Node Carcinome of the prostate)
determinou uma constante de dissociagio menor para o radiofirmaco produzido com ""Lu n.c.a.
Contudo, os resultados dos ensaios de competicao e de internalizagao in vitro foram semelhantes para
o radiofarmaco preparado com "’Lu c.a. e n.c.a. Com base neste estudo, os resultados de ligacio total
em células tumorais in vitro e de captacdo tumoral em estudos in vivo, realizados com camundongos
SCID com modelo de tumor de células LNCap foram similares, ndo havendo influéncia da atividade
especifica do radiofdrmaco. Apesar da atividade especifica do radiofarmaco ndo ter influenciado na
captagdo tumoral, a taxa tumor/érgdo ndo alvo foi maior para o radiofarmaco produzido com '"’Lu
c.a, ou seja, com menor atividade especifica *’.

A utiliza¢do de '7"Lu de atividade especifica moderada (0,74 GBg/mg), proveniente da rota
de produgdo direta a partir de '"°Lu na marcacio do PSMA-617 foi descrita por Chakraborty, A. e
col 8, empregando razio molar de 2,5 em tampao acetato de aménio 0,1M pH 4,0-4,5, para realizagdo
de estudos pré-clinicos e clinicos, como alternativa para a rotina de preparagdo em radiofarmacia
hospitalar. O alto grau de localizacdo do radiofarmaco em imagens SPECT poés-terapia e a resposta
pos-terapia confirmaram a eficicia terapéutica do radiofarmaco °%.

A marcagio de PSMA-I&T com !""Lu de baixa atividade especifica “carrier-added” (IDB
Holland B.V.) foi descrita por Yusufi, N. e col %2, empregando 200 pg de PSMA I&T em 50% (v/v)
EtOH/H20 e 10 GBq (270 mCi) de '""LuCl; em NaOAc (0,04 M, pH 5,5) a 90 °C por 30 minutos,
com subsequente adi¢do de 4 mg de 4cido gentisico para prevenir radiolise. O artigo informa pureza
radioquimica elevada (99%—-100%), especialmente se considerada a relagdo atividade/massa
empregada, que resultou em atividade especifica do radiofarmaco de 50,0 GBg/mg (1,35 Ci/mg).
Entretanto, vale ressaltar que a sintese foi realizada em moddulo automatizado, que normalmente
emprega etapa de purificagdo para remocdo de '""Lu livre e o rendimento da sintese ndo foi

informado®?.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wieczorek+Villas+Boas+CA&cauthor_id=34923290
https://www.liebertpub.com/doi/10.1089/cbr.2020.4261#con1
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Comparativamente, a partir dos resultados obtidos neste presente trabalho com a marcagao de
PSMA-I&T empregando-se !”’Lu c.a, a marcacio de dose terapéutica, com cerca de 10 GBq requereu
a utilizagao de massa maior do precursor PSMA-I&T, resultando em alta porcentagem de pureza
radioquimica final, em procedimento de marcagdo manual, sem necessidade de purificagdo.

Kraihammer et al. ® descreveram a sintese automatizada de ’’Lu-PSMA-1&T, empregando
130 pg de PSMA-I&T em 50% éagua/etanol por paciente (concentragdo de 1 mg/mL) que reagiu com
7TLuCl; (80-100 GBg/umol de PSMA-I&T) em tampdo ascorbato (Polatom; 50 mg kit ASC-01
dissolvido em1-2 mL de 4gua para inje¢do, dependendo da atividade utilizada) a 90 °C por 16,7
minutos. O produto final foi diluido em 2 mL de solugao salina fisioldgica e purificado em coluna
C18. O produto foi eluido com 2 mL de etanol 50% em &agua e diluido com 15 mL de NaCl 0,9%,
filtrado em membrana 0,22 um para um frasco contendo DTPA (diluido a 3 mg/mL e adicionado em
excesso molar de 20 vezes em relacdo ao PSMA-I&T) e 4cido ascorbico (equivalente a 10 mg/GBq).
O procedimento utilizou '”’LuCl; n.c.a. (EndolucinBeta®, ITM Medical Isotopes GmbH, Garching,
Germany), resultando em radiofarmaco de alta atividade especifica, correspondente a 54 a 67
GBg/mg (1,45 a 1,8 Ci/mg). Neste procedimento, o tempo de rea¢do chama atengdo, uma vez que foi
inferior ao tempo de 30 minutos, preconizado na maioria dos artigos consultados. Vale ressaltar que
o procedimento foi realizado em moédulo, com purificagdo final em cartucho C18 que pode remover
eventual conteido de '”’Lu livre remanescente, em detrimento da reducdo do tempo de reagdo. O
rendimento da sintese nio foi informado no artigo *°.

No presente estudo, o menor tempo de reagdo estudado foi o de 20 minutos, que propiciou
resultados de %PR dentro da especificagdo, porém, apresentando porcentagem de '"'Lu livre em
CCD-SG maior que as obtidas para os tempos > 30 minutos. Como o processo de produgdo, neste
caso, € manual, optou-se por um tempo maior de reagdo, garantindo o atingimento da especificagao
sem etapa de purifica¢do adicional, que seria dificultada no processo manual.

Cankaya e col. ® descreveram a sintese automatizada de *’’Lu-PSMA-1&T, com atividades
de partida variando de 6130 MBq (165 mCi) a 25890 MBq (700 mCi), objetivando produzir até 3
doses terapéuticas por lote. Para estes extremos de atividade, a quantidade de precursor PSMA-1&T
empregada foi de 16,3 e 11,6 pg/GBq, respectivamente, que correspondem a atividade especifica
final de 61 GBg/mg (1,65 Ci/mg) e 86 GBg/mg (2,32 Ci/mg), respectivamente. A marcacédo foi
realizada em tampdo de acido ascdrbico, a 90 °C por 20 minutos. Ao final da sintese, o produto foi

purificado em cartucho C18, diluido com solucéo de NaCl 0,9% e esterilizado por membrana filtrante.
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Os autores otimizaram o procedimento de purificacdo para obter rendimentos elevados e alta pureza
radioquimica (> 99%) *.

As condigbes de marcagio empregadas por Cankaya e col. % sdo semelhantes as empregadas
no presente estudo, sendo o tampéao de marcacao utilizado a base de acido ascorbico, sem adigédo de
estabilizantes adicionais. Além disso, os autores utilizaram tempo de 20 minutos e temperatura de 90
°C, para 0s quais o presente estudo também mostrou resultados satisfatorios.

Vyas, M. e col.”” descreveram a marcacio de PSMA-I&T (200 png/5 GBq de !’LuCls n.c.a.)
reconstituido com 1,5 mL de ascorbato de sodio (0,57 M) pH 4,5 £ 0,1. A marcagao foi realizada em
moédulo de sintese automatizado (Modular-Lab Eazy; Eckert & Ziegler) e o prazo de validade do
PSMA I&T-'7"Lu foi determinado com base na avalia¢io da pureza radioquimica por CLAE e ITLC-
SG, desenvolvida em acetato de amdnia 10 % e metanol como fase movel (30:70 vol/vol). Foram
produzidos e analisados 35 lotes de /’Lu-PSMA-1&T, para os quais a porcentagem média de pureza
radioquimica determinada por ITLC-SG foi maior que 99 % e por CLAE foi maior que 98 %, para
24 e 48 horas ap0s a sintese, em temperatura ambiente *°.

No presente estudo, optou-se por avaliar a estabilidade por periodo inicial de 48h, porém, sob
congelamento, uma vez que esta condi¢do serd utilizada para o transporte do radiofarmaco para as
diferentes regides do pais. A estabilidade foi acompanhada ap6s o descongelamento por um periodo
de 6 horas em temperatura ambiente (zona tropical), considerando este intervalo de tempo suficiente
para a rotina clinica de administragcao do radiofarmaco apds descongelamento.

Variagdes no procedimento de radiomarcagio do PSMA-I&T com '""Lu foram descritas,
como a marcagdo empregando tampao MES 0,5M pH 5,5 por 20 min a 95 °C e, ao final da marcacao,
adicionando EDTA na concentragio de 5 mM para complexar !”’Lu livre, sendo a preparagio
empregada em estudos pré-clinicos para demonstrar o potencial do radiofarmaco *°.

No presente estudo, foi utilizada solugdo de DTPA para complexar !”’Lu livre, sendo este
quelante empregado por outros autores e também ja experimentado pelo IPEN na produgdo do
radiofarmaco DOT-IPEN-177 (!”’Lu-DOTATATO). Uma vez quelado ao DTPA, o lutécio-177
apresenta rapida depuragdo renal apds administracao, evitando o acaimulo do radionuclideo livre na
medula Ossea.

Os diversos artigos pesquisados e apresentados descrevem a marcagio do 1"’Lu-PSMA-I&T
sob condig¢des de radiomarcagdo relativamente semelhantes. Entretanto, ndo objetivaram estudar os
parametros de radiomarcacdo, de modo a estabelecer critérios de intervalos para os mesmos,

facilitando o estabelecimento do espaco de trabalho (“design space”) no desenvolvimento do processo
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de radiomarcacdo. Neste sentido, o presente trabalho oferece resultados importantes para a

padronizagio do procedimento de radiomarcagio do precursor ’Lu-PSMA-I&T c.a.

Tabela 10 - Sintese dos resultados de outros autores X resultados do presente trabalho

Atividade > 740 GBg/mg | >3000 Né&o N&o informado 40,0 Né&o
especifica do GBg/mg informado GBg/mg |informado
177Lu (1,08
Ci/mg)
Atividade da 9.250 MBq 18.350 a Né&o 6130 MBq (165 |N&o Né&o
marcagao (250 mCi) 31.040 MBq informado mCi) a25890 |informado (informado
(496 a 839 MBq (700
mCi) mCi)
Massa de 293 a 4449 500 a 800 ug 130 pgde  [16,3e11,6 150-200 ug 200 pg/5
PSMA-I&T PSMA-I&T | pg/GBq PSMA I&T (GBq de
com6-8  |7’LuCl;
GBq de
7LuCls
Atividade Fornecedor A: 36 a 39 54 a 67 61 GBg/mg (1,65 40,0 N&o
especifica do 21,46 GBg/mg GBg/mg GBg/mg Ci/mg) e 86 GBg/mg |informado
radiofarmaco (0,58 Ci/mg) (0,97a 1,05 (145218 GBg/mg (2,32 |(1,08
Fornecedor B: Ci/mg) Ci/mg) Ci/mg) Ci/mg),
30,7 GBg/mg 150-200 png
(0,83 Ci/mg) PSMA I&T
com 6-8
GBq de
17LuCls
Tampéo de Tampéo Tampéo Tampéo Tampdo acido Tampéo [Tampédo
marcacao Ascorbato de Acetato de ascorbato ascorbico /Acetato de |Ascorbato de
sodio sodio sodio sodio
Estabilizantes acido Acido acido Acido ascdorbico  |Acetato de [N&o
Ascorbico gentisico + ascorbico sodio + informado
acido 4cido
ascorbico gentisico
Temperatura/ 90°C/30 95°C/30 90 °Cpor 20 minutos e 90°C/30 temperatura
tempo de minutos minutos 16,7 temperatura de  |minutos ambiente/24
marcacao minutos 90 °C e 48 horas
apos a
sintese
Critério adotado | >95 % PSMA- | >97% Néo > 99% 177Lu- Nao ITLC-SG >
I&T CLAEe< | PSMA-I&T informado PSMA-I&T informado 99 % e por
3% 7Lu livre CLAE e < CLAE > 98
em CCD-SG 3% Y7Lu %%
livre em
CCD-SG

Fonte: Autor da dissertacdo

Conclui-se que as condigdes estabelecidas neste trabalho promoveram resultados semelhantes

aos da literatura em termos de % de pureza radioquimica e estabilidade da preparacéo.
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8. CONCLUSAO

A principal contribuicédo deste trabalho foi avaliar os parametros de marcacao do radiofarmaco
U7Lu-PSMA-I&T, de modo a estabelecer critérios de intervalos para os mesmos, facilitando o
estabelecimento do espaco de trabalho (“design space”) no desenvolvimento do processo de
radiomarcagao.

A partir dos experimentos realizados para determinar os melhores parametros de marcacéo de
Y7Lu-PSMA-I&T c.a, dentro de intervalos pré estabelecidos, estabeleceu-se a condi¢do de marcagio
ideal, a saber:

e Razdo molar peptideo:lutécio: 4,0 (intervalo de 3,5 a 4,0)
e Temperatura de marcacao: 90 °C (intervalo 85 a 95 °C)
e Tempo de marcacgdo: 30 (intervalo 20 a 40 minutos)

e pH do tampéo de marcacdo: 4,7 (intervalo 4,4 a 5,0).

Os estudos desenvolvidos neste trabalho possibilitaram a obtencdo de dose terapéutica do
radiofarmaco "’Lu-PSMA-I&T com atividade especifica moderada (21,46 e 30,7 GBg/mg), com
pureza radioquimica e estabilidade, atendendo ao critério de especifica¢ao estabelecido (> 95% do
pico principal de CLAE e < 3% de *""Lu livre em CCD-SG), em marcagGes ndo automatizadas, sem
purificacéo final.

Os métodos analiticos empregados na determinacgdo da pureza radioquimica das marcacdes
mostraram-se adequados para avaliacdo dentro dos critérios de aceitacdo empregados, ressaltando-se
a importancia da utilizagdo de métodos analiticos complementares, de modo a determinar tanto a
porcentagem da principal impureza (*’’Lu livre) por CCD como a porcentagem da pureza (Y'Lu-
PSMA-I&T), correspondente ao pico principal do CLAE.

O estudo do *""Lu-PSMA-I&T estabeleceu parametros de marcagio contribuindo para a
defini¢dio das condi¢des favoraveis em uma rotina de produgio do radiofarmaco ’’Lu-PSMA-1&T e
criando critérios para a validagao do processo produtivo em escala industrial.

Estudos futuros deverdo considerar a variagdo concomitante de mais de um parametro de
reacdo, em analise multivariada, para melhor defini¢do do espago de trabalho da marcacio de *’"Lu-
PSMA-I&T, minimizando a ocorréncia de desvios de processo, que poderiam ser ocasionados por

pequenas variagdes nos parametros de marcagao.
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