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RADIOIODAGAO DE PROTEINA POR VIA DIRETA E INDIRETA: ESTUDO

COMPARATIVO DA MARCAGAO DE PEPTIDEO QUIMIOTATICO

f

Tatiana Lavinas

RESUMO

O desenvolvimento de métodos relativamente simples de marcacéao de
proteinas com radioiodo tem estimulado a utilizagdo in vivo de proteinas e
peptideos radioiodados. Ha basicamente dois métodos' para radioiodacédo de
proteinas e peptideos: marcagao direta, que envolve a reagdo de uma espécie
eletrofilica de radioiodo com grupos funcionais ativados na proteina, como o anel
fendlico do residuo tirosina e a conjugagéo de pequenas moléculas radioiodadas
a proteina, também conhecido como metodo indireto. 'O maior problema da
radioiodacao direta & a rapida desalogenacédo in vivo. Este problema pode ser
minimizado se um grupamento prostético ndo fendlico for utilizado para a
radioiodacao indireta do peptideo. O derivado benzoato dl—:‘ 3-(tri-n-butilestanil) de
N-succinimidila, denominado de ATE, quando radioiodado via iododesestanilagédo
eletrofilica origina o 3-['2/"*'lJiodobenzoato de N-succinimidila (SIB) que é
posteriormente conjugado a proteina através de acilagdo do residuo de lisina.
Existem varios radiofarmacos convencionais para imjagem cintilografica de
infeccdo e inflamagdo, que sdo, entretanto, utilizados com limitagdes. Estas
limitagdes estimularam a ascensao de uma nova classe de radiofarmacos, os
peptideos radiomarcadores de receptores especificos, dentre eles os mediadores
da resposta inflamatéria, que apresentam alta afinidade pelos receptores
expressos no tecido inflamado e rapido clareamento do sangue e outros tecidos
ndo inflamados. Entre essas moléculas estad o peptideo quimiotatico sintético o
fNleLFNIeYK que apresenta potente quimiotaxia por leucoécitos, ligando-se com
alta afinidade aos receptores presentes tanto nos |eucc’>$:itos polimorfonucleares
como nos fagocitos mononucleares. O objetivo do presente trabalho foi a sintese
do ATE e estudo comparativo da radioiodagéo pelos métodos direto e indireto do
peptideo quimiotatico sintetico fNleLFNIeYK com Pi avaliacdo da pureza
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radioquimica, estabilidade in vitro e in vivo dos compostos obtidos. O trabalho
apresenta como contribuiggo inédita os estudos comparativos de distribuic&o
biologica entre o peptideo quimiotatico marcado por via direta e indireta. O ATE
foi obtido com rendimento (90,7%) satisfatério. Os parametros 6timos para
radioiodacéo do ATE foram pH entre 3-4, 50 umol de t-butil-hidroperéxido e 30
minutos de reagdo. O SIB obtido foi purificado para remo¢éo do ATE que néo
reagiu e ainda possiveis impurezas radioquimicas geradas durante a marcagéo. O
peptideo radioiodado por via direta foi obtido em um curto tempo de reagéo (10
minutos), com alta pureza radioquimica (> 96%) e com estabilidade in vitro (48
horas acondicionado em geladeira). Os estudos de biodistribuicado em
camundongos Swiss normais e com foco de inflamagao desenvolvido a partir da
injecdo de terebentina na coxa traseira direita evidenciaram a potencialidade do
composto para diagnéstico de focos de inflamagéo, uma vez que a captagdo na
coxa inflamada foi significativamente maior que a captagcdo na coxa normal em
todos os tempos (p< 0,05, teste t Student). Porém a captagdo na tiredide
aumentou no decorrer do tempo sugerindo a instabilidade do composto in vivo
devido a desalogenagdo. O peptideo radioiodado por via indireta também foi
obtido com alta pureza radioquimica (>99%), porém somente apés purificagao por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e apresentou estabilidade in vitro (24 horas
acondicionado em geladeira). Apesar da metodologia ser trabalhosa e com baixos
rendimentos (26,3%), o composto gerado apresentou especificidade pelo foco de
inflamagéao e estabilidade in vivo observada pela baixa captagéo na tiredide para
todos os tempos, principalmente se comparada com a captagdo obtida com o
peptideo radioiodado por via direta. A grande estabilidade in vivo da proteina
radioiodada por via indireta justifica a realizacdo futura de estudos mais
aprofundados, buscando métodos alternativos para purificagdo, que demandem

menor tempo de processamento e resultem em melhor rendimento finali.



DIRECT AND INDIRECT RADIOIODINATION OF PROTEIN: COMPARATIVE

STUDY OF CHEMOTACTIC PEPTIDE LABELING

Tatiana Lavinas

ABSTRACT

The development of simple methods for protein radioiodination have
stimulated the use of radioiodinated peptides in vivo. There are two basic methods
for labeling proteins with radioiodine: direct labeling, reaction of an electrophilic
radioiodine with functional activated groups on protein, like the phenol ring in the
tyrosine residue, and the conjugation of a previously radioiodinated molecule to
the protein, referred as indirect method. The great problem related to the direct
radioiodination of proteins is the in vivo dehalogenation. This problem can be
minimized if a non-phenolic prosthetic group is used in the indirect radioiodination
of the peptide. The ATE prosthetic group, N-succinimidyl 3-(tri-n-butylstannyl)
benzoate, when radioiodinated by electrophilic iododestannilation produces N-
succinimidyl 3-['21/**"[] iodine benzoate (SIB) that is subsequently conjugated to
the protein by the acilation of the lysine group. There are many
radiopharmaceuticals employed in scintigraphic images of infection and
inflammation used with some limitations. These limitations stimulated the
improvement of a new class of radiopharmaceuticals, the receptor-specific related
labeled peptides, as the mediators of the inflammatory response, that presents
high affinity by receptors expressed in the inflammation process, and fast
clearance from blood and non-target tissues. One of these molecules is the
synthetic chemotactic peptide fNIeLFNIeYK that presents potent chemotaxis for
leukocytes, with high affinity by the receptors presented in polymorphonuclear
leukocytes and mononuclear phagocytes. The objective of this work included the
synthesis of ATE prosthetic group and comparative radioiodination of the
chemotactic peptide fNleLFNleYK by direct and indirect methods, with

radiochemical purity determination and evaluation of in vivo and in vitro stability of



the compounds. This work presented an original contribution in the comparative
biological distribution studies of the chemotactic peptide labeled by direct and
indirect methods. The ATE was obtained with satisfactory yield (90,7%). The
conditions for ATE radioiodination were pH 3 - 4, 50 umol of t-butylhydroperoxide
and 30 minutes of reaction. The SIB was purified to remove the unreacted ATE
and some radiochemical impurities presented in the reaction mixture. The peptide
radioiodinated by direct method was obtained in a short reaction time (10
minutes), with high radiochemical purity (> 96%) and in vitro stability (48 hours
under refrigeration). The biodistribution studies developed in normal Swiss mice
and in mice with inflammatory focus developed by the administration of turpentine
in the right thigh showed the ability of the compound to concentrate in the
inflammatory focus as evidenced by the higher uptake in the inflammated thigh
when compared to the normal thigh (p< 0.05, Student t) in all studied time.
However, the uptake in thyroid increased in time due to the in vivo dehalogenation
of the compound. The peptide radioiodinated by indirect method was also obtained
with high radiochemical purity but only after high performance liquid
chromatography purification (> 99%) and was stable in vifro (24 hours under
refrigeration). Despite the indirect labeling procedure was laborious, time
consuming and the product was obtained with low radiochemical yield (26,3%), the
labeled peptide showed specificity by inflammatory focus and in vivo stability
confirmed by the lower thyroid uptake when compared with the peptide labeled by
direct method. The great in vivo stability of the peptide labeled by indirect method
justifies the study of new and alternative purification procedure that reduces
process time and increases the final yield.
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1. INTRODUGAO

Radiofarmacos baseados em proteinas radiomarcadas, particularmente
anticorpos monoclonais e peptideos, tém sido extensivamente investigados,
objetivando a produgado de agentes para diagnostico e terapia.

Peptideos marcados com emissores gama de baixa energia como 9MTe,
2] ¢ "Mn tém sido utilizados em diagndstico diferencial de tumores, focos de

infeccao e pesquisa de trombos, em medicina nuclear.

O desenvolvimento de métodos relativamente simples de marcag¢do de
proteinas com radioiodo tem estimulado a utilizagdo in vivo de proteinas e peptideos

radioiodados .

No entanto, estudos de distribuicdo bioldgica de anticorpos
monoclonais marcados com '3'| demonstraram captacdo de 'l livre na tiredide e
estdbmago, assim como excregao urinaria relativamente altas. Este fato reflete o
maior problema com relagao a utilizagéo in vivo de proteinas radioiodadas, qual seja,
o de serem extensamente desalogenadas in vivo. Essa desalogenacao relaciona-se,
provavelmente, com a interface de ligagdo do iodo na proteina. A incorporagdo do
iodo nos residuos de tirosina torna os mesmos bastante semelhantes
estruturalmente aos horménios da tire6ide, que sao passiveis de desalogenacdo

pela agdo de enzimas especificas 2.

Ha basicamente dois métodos para radioiodagdo de proteinas e
peptideos que sdo a marcagdo direta, envolvendo a reagdo de uma espécie
eletrofilica de radioiodo com grupos funcionais ativados na proteina, como o anel
fendlico do residuo tirosina e, em menor extensdo, o anel imidazélico do residuo
histidina e a marcagao indireta que consiste na conjugagao de pequenas moléculas

radioiodadas & proteina® .



No método de marcagdo indireto utilizam-se pequenas moléculas
denominadas grupos prostéticos, que contém um nucleo aromatico ativado para
receber o radioiodo e uma ponte conectante que permite a ligagédo covalente a
proteina. O grupo funcional mais comumente utilizado para a conjugacédo do
grupo prostético radioiodado a proteina & o grupo amina, geralmente e-amina de
residuos lisina. Com relagdo ao nucleo aromatico ativado, alguns grupos
prostéticos utilizam anel fendlico para radioiodagao eletrofilica, que promove a
substituicdo com entrada do radioiodo na posigdo orto ao radical hidroxila do anel.
Nestes casos o produto radioiodado, assim como no método direto, é suscetivel a

desalogenagso in vivo*”.

Outra classe de grupo prostético emprega intermediarios
organometalicos que podem ser usados com rapidez e eficiéncia para
incorporagao de radioiodo em diferentes compostos aromaticos. Os intermediarios
estanosos, particularmente os ftrialquilestanosos (SnMe;, SnBus), tém se
mostrado atrativos devido a sua relativa facilidade de prepara¢do e manipulacao,

relativa estabilidade e alta reatividade com radiohalogénios 2*°.

O derivado benzoato de 3(tri-n-butilestanil) de N-succinimidila recebeu
de Zalutsky e Narula a denominagéo de ATE 2. A radioiodagao deste derivado via
iododesestanilagdo eletrofilica origina 3-['*%/"*'[Jiodobenzoato de N-succinimidila
(SIB) que é posteriormente conjugado a proteina por meio da acilagdo do residuo

de lising 234878

Estudos comparativos documentam o fato de que a marcagdo de
anticorpos monoclonais intactos e seus fragmentos F(ab’), utilizando-se o grupo
prostético ATE os torna mais resistentes a desalogenacao do que quando se usa

o método direto 8.

A utilizagao de grupos prostéticos para radioiodagao de proteinas tem
se mostrado especialmente Gtil na marcagdo de pequenos peptideos que néo
possuam residuos anelares ou para aqueles cujos residuos anelares encontram-

se comprometidos na interagcéo com receptores especificos.
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Diversos peptideos marcados com '?%| ja foram apresentados para

pesquisa de focos de infecgdo e inflamagado. A rapida identificagéo, localizagéo e

delineamento anatdémico de um foco oculto de infecg¢éo e inflamagéo representa
um importante passo para conduta terapéutica. Esses processos inflamatérios
elou infecciosos podem ser detectados por técnicas como tomografia
computadorizada (CT), ress6nancia magnética (RM) e ultrasonografia (US). No
entanto, essas técnicas estido baseadas em mudancgas anatémicas para definir a
lesdo e, portanto, ndo podem ser utilizadas para detectar lesdes em fase inicial de
desenvolvimento porque nao ha mudancas anatdmicas substanciais nesse

periado 121314,

A imagem cintilografica € um excelente método nao-invasivo na
pesquisa de corpo inteiro, permitindo a determinagao tanto da localizagdo quanto
do numero de focos de infecgdo e inflamacédo em todo o corpo, baseado em
mudangas funcionais dos tecidos.

Independente da etiologia, a partir do dano tecidual, ocorre o inicio de
uma série de eventos bioquimicos que resultam, principalmente, em trés
componentes fisiopatolégicos da resposta inflamatoria que s&o aumento da

perfusdo, aumento da permeabilidade vascular e exudagao de leucécitos ' 1°.

Os radiofarmacos convencionais rotineiramente usados na clinica para
determinagdo de foco de infecgdo e inflamacao sao citrato de ®’Ga, leucdcitos
marcados com '"In ou *™Tc e imunoglobulinas humanas policlonais (IgG)
marcadas com 'YIn ou %™Tc. Aigumas limitacées destes radiofarmacos
convencionais, como tempo entre a administragao e a aquisicdo da imagem e o
potencial risco de contaminagéo, encorajaram a pesquisa de novos agentes com
caracteristicas proximas do radiofarmaco ideal '* *°.

Os radiofarmacos baseados em pequenas proteinas e peptideos
radiomarcadores de receptores especificos evoluiram gradualmente a partir de
grandes proteinas com mecanismo de captagdo inespecifico para grandes
proteinas receptor-especificas, anticorpos e fragmentos de anticorpos seguida de



pequenas proteinas e peptideos receptor-especificos, como por exemplo, os

mediadores da resposta inflamatoria '2.

Estes mediadores tornaram-se disponiveis para estas aplicagbes por
meio de sinteses ou técnicas de DNA recombinante. Na medicina nuclear, os
mediadores de inflamacao/infecgao radiomarcados surgiram como uma classe
promissora de agentes com caracteristicas atrativas para detecgéo cintilografica
de inflamagdao e infecgdo. Teoricamente, a alta afinidade por receptores
expressos no tecido inflamado facilita a retengdo desses agentes enquanto o
pequeno tamanho permite rapido clareamento do sangue e de outros tecidos néao

inflamados. 1

Os problemas relacionados ao tempo entre a inje¢éo e a deteccédo da
imagem e o risco potencial de contaminagdo quando se utilizam as células
brancas radiomarcadas in vitro podem ser, pelo menos, reduzidos quando se
utilizam pequenas proteinas ou peptideos marcados que se ligam in vivo a
granulécitos e leuctcitos circulantes para detecgdo de foco de infeccdo e
inflamacgao. Entre essas moléculas estdo o peptideo quimiotatico fMLF (formil-
metil-leucil-fenilalanina) e seus analogos sintéticos, o fator plaquetario 4 e a
interleucina-8 (IL-8) 21315,

Muitos analogos sintéticos do fMLF se ligam a neutréfilos e macroéfagos
com igual ou maior afinidade que o peptideo natural '>'3'°. O peptideo
quimiotatico  sintético  N-formil-norleucil-leucil-fenilalanil-norleucil-tirosil-lisina
(fNleLFNIeYK), apresenta uma potente quimiotaxia por neutrofilos humanos e
pode ser prontamente radioiodado com alta atividade especifica sem ocorrer
perda de sua atividade bioldgica ©.

Existem varios estudos promissores com relagado a marcagdo dos

123|
)

analogos sintéticos do fMLF com ''In, *"Tc e objetivando gerar um

radiofarmaco efetivo para rapida localizagao de focos de infecgéo e inflamagéo
12,15,16,17,18,19,20,21



2, OBJETIVO

O presente trabalho visa a sintese do ATE (benzoato de 3-(tri-n-
butilestanil) de N-succinimidila), estudo da radioiodagéo e conjugagao a proteina,
entendendo que o desenvolvimento desta metodologia serd de grande
importancia para melhorar o comportamento in vivo de proteinas radjoiodadas
como anticorpos monoclonais intactos, seus fragmentos e também peptideos para
diagnostico e terapia de diferentes doencas.

Estudar as condigées de marcagdo do peptideo quimiotatico sintético
N-formil-norleucil-leucil-fenilalanil-norleucil-tirosil-lisina (fNIeLFNIeYK) com
radioiodo, por via indireta utilizando o grupo prostético estanilado ATE
radioiodado, bem como por via direta, visando obter um radiofarmaco com
estabilidade in vitro e in vivo para uso em medicina nuclear no diagnostico de
focos de inflamagéao e infecg&o.

O trabalho apresenta como contribuicdo inédita os estudos
comparativos de distribuicao biolégica entre o peptideo quimiotatico marcado por
via direta e indireta.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. lodo

O iodo apresenta numero atémico (Z) 53 e o isétopo estavel, o '¥'),

com 74 néutrons, ocorre com 100% de abundancia na natureza. Pode gerar mais
de 30 is6topos radioativos, com tempos de meia-vida entre fragSes de segundo
(**2)) e mais de 10 milhdes de anos (**I). Os radioisétopos com menos néutrons
que o iodo estavel decaem por captura eletrdnica ou emissdo de positron (B*)
enquanto aqueles que apresentam excesso de néutrons em relacdo ao isdtopo

estavel decaem por emissao de négatron (B) "%,

Com relagdo as caracteristicas fisico-quimicas do iodo sabe-se que
este forma ligagao covalente forte com o carbono. A for¢ca de ligagao aumenta do
alquil (222 KJ/mol), para aril (268 KJ/mol) e para vinil (297 KJ/mol). A
eletronegatividade do iodo (2,66) e do carbono (2,55) sao semelhantes na escala
de Pauling. Deste modo, a polarizacdo das ligagdes carbono-iodo e carbono-
carbono também s&o semelhantes. O raio de Van der Waal do iodo (2,15 A) é
similar ao do grupamento metila (2,00 A). Logo, o iodo pode substituir
grupamentos alquil pequenos sem distorgdo esteroeletrénica excessiva '

A contribuigao do iodo e de grupamentos alquil na lipofilicidade de
pequenas moléculas é bastante diferente. A substituicdo do iodo no lugar de uma
metila ou ainda etila promove grande aumento na lipofilicidade. A lipofilicidade
relativa pode ser uma determinante critica na atividade biologica, particularmente
in vivo, e seu aumento pode ser favoravel ou desfavoravel. Outros fatores, como a
entrada do radiciodo em posicdo relacionada com a interacdo ao receptor,

também podem influenciar a atividade biologica 7

COMISSAO NACIOMAL DE EREREIA NUCLEAR/SP-IPEN
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Aproximadamente 30 miligramas de iodo estavel ('*'l) esta
normalmente presente na glandula tiredide de um adulto normal. A falta de iodo
no organismo € a causa do bécio nos humanos . O estudo da glandula tiredide
com radiotragador foi o primeiro procedimento clinico importante em medicina
nuclear e gerou um fundamental estimulo para a criagdo e rapido
desenvolvimento desta especialidade médica. 22

Os radioisétopos de iodo mais utilizados para marcagdo sdo ', 'l e

124 & 22| t&m sido pesquisados para aplicacdo

31| e atualmente os radioisétopos
clinica®®. Algumas vezes a radioiodagdo de moléculas biologicamente importantes

pode promover alteragdo nas suas biodistribuigdes 7.

O '®| apresenta caracteristicas ideais para procedimentos in vivo,
como tempo de meia-vida de 13,3 horas e emissdo gama principal de 159 keV
(84%), proporcionando 6tima eficiéncia de detecgéo pelas camaras de cintilagao
(camaras-gama). Emite RX caracteristico com energia idéntica ao emitido pelo %I
(27,2 - 31,7 keV). Decai por captura eletronica, nao emite radiagao particulada e
é sendo considerado o radioisétopo ideal para imagem da tiredide e estudo de

captacao da glandula "%,

O ™ foi usado quase que exclusivamente por duas décadas para
imagem e quantificagdo da captagdo da glandula tiredide 2. Emite particulas p-
com energia alta (maximo de 606 keV, 87%) e gama detectavel (364 keV, 82%)%.
As propriedades nucleares deste radioisétopo o tornam util para aplicagbes
terapéuticas. A emissdo gama de 364 keV é relativamente alta para a interagéo
com os cristais de cintilagédo das camaras-gama e sistemas colimadores. O tempo
de meia-vida relativamente longo (8,06 dias) resulta em altas doses de radiagao
absorvida em comparagdo com o '®|. Fétons de alta energia (637, 722 keV)
acompanham 12% das desintegragbes e impedem, em parte, a resolucao

espacial e contraste dos processos de imagem .

O '?%| apresenta tempo de meia-vida de 60,14 dias, emissdo gama de
35.4 keV e nao emite radiagdo particulada. Decai por captura eletronica e emite
RX caracteristico com energia entre 27,2 — 31,7 keV 2% E utilizado nos testes in



vitro de radioimunoensaio e também na braquiterapia encapsulado na forma de

sementes que sdo implantadas no paciente para irradiagéo localizada 2

Originalmente, o '] era visto apenas como a impureza radionuclidica
das preparacdes comerciais de '?°|. Sua presenga nessas preparagdes resulta em
aumento da dose de radiacdo e devido a seus fotons gama de 602 keV e 722
keV, gera uma degradagdo na qualidade da imagem. Porém, atualmente, existe
interesse por métodos adequados de producdo deste radiois6topo propiciando

sua aplicacgo clinica %,

O "%}, produzido por gerador de radionuclideo, apresenta tempo de
meia-vida de 3,6 minutos, decai por emissao de pésitron (77%) e emissdo gama
de 564 keV (18,4%) 2>?°. Sua aplicagao esta sendo proposta para determinagéo
de taxas de metabolismo e imagens de biodistribuicdo em tempos curtos de fluxo
sanguineo de orgdos selecionados. A produgdao do '*Xe (pai do ') &
dependente de aceleradores de alta energia e, portanto, pode influenciar a
disponibilidade, desenvolvimento e aplicagéo deste radioisétopo de iodo %,

Os radiois6topos de iodo sdo comumente obtidos na forma de sal
(Nal), podendo serem utilizados sem qualquer modificacdo para reagdes de
substituicao nucleofilica. Ja as radioiodagdes eletrofilicas requerem a oxidagao do
iodo ’.

Normalmente, a forma quimica do radioiodo para a marcagéo é o anion
iodeto livre de carregador (com alta atividade especifica) 2.
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3.2. Radioiodagao

Existem varias metodologias para radioiodagéo, entre elas, a troca
isotépica, a substituicao nucleofilica, a substituigdo eletrofilica aromatica, a adi¢ao

a duplas ligagdes, a desmetalagao e a conjugagéo L

A troca isotopica pode ser realizada em um solvente adequado ou,
quando o composto nao permitir a troca em solvente, esta pode ser feita em fusdo
ou fase sélida. Neste caso, a substancia deve ser estavel em seu ponto de fusdo
e a constante dielétrica favoravel a dissolugdo do radioiodo. Essas limitagbes
podem ser superadas com a utilizagédo de acetamida, um sélido de baixo ponto de
fusdo estavel em altas temperaturas. Outra variedade da metodologia de troca
isotdpica, para a marcagao de compostos arilicos, € a troca nucleofilica catalisada
por cobre (I) em condigées de redugdo "7,

A substituicdo nucleofilica nao isotdopica € uma técnica util para a
marcacdo de compostos alifaticos e aromaticos, possibilitando a obteng¢do de
compostos radiomarcados com alta atividade especifica '"'?2.

A troca do halogénio em sistemas aromaticos &€, muitas vezes, dificil de
ser realizada. No entanto, a troca de bromo por iodo, em compostos alifaticos, via

substituicdo nucleofilica ou técnica em fusédo tém o potencial de gerar compostos
radioiodados "%,

Uma reagéo classica para a introdugdo do radioiodo em compostos
como benzeno, naftalina ou outro composto aromatico contendo inicialmente uma
amina primaria envolve a utilizacdo da reagdo de Sandmeyer. Quando o grupo
funcional esta estavel ou protegido durante a citada reagdo, a amina primaria é
diazotada e subseqilientemente substituida pelo radioiodo via substituigéo
nucleofilica. Esta metodologia de radioiodacao é régio-especifica e denominada
dediazotacio. A reagdo de Gatterman, uma modificagcdo da reagéo classica, com
a incorporagao de bronze e cobre como catalisadores e a reac&o de Wallach que
resulta na formagdo de triazeno, podem ser aplicadas na radioiodagdao de

o4 . 1,22,24
compostos aromaticos que nao apresentam anel aromatico ativado . Esta
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metodologia apresenta algumas desvantagens, sendo a principal o fato de
geralmente obter-se baixo rendimento radioquimico 24

As técnicas descritas até aqui ndo podem ser utilizadas para marcagao
de proteinas com radioiodo ja que envolvem condi¢gbes de reacdo desfavoraveis
as proteinas tais como temperaturas elevadas e presencga de solventes organicos.

Varios procedimentos de radioiodagdo foram desenvolvidos para
marcar proteinas envoivendo condi¢gdes de reagao favoraveis a manutencado da
integridade protéica e também considerando a natureza quimica dos grupos
aromaticos presentes nas proteinas. Vale ressaltar que o mais comum é a reagao
entre espécies positivas de iodo e 0 aminoacido tirosina ou, em menor extensao,
o aminoacido histidina, como mostra a FIG. 1, num procedimento comumente
denominado marcagao direta *.

*1 {0y

FIGURA 1. Reagao entre espécie positiva de iodo e os aminoacidos histidina
(acima) e tirosina (abaixo).

Estudos sobre o mecanismo da reagdo entre o iodo e a tirosina ou
outros fendis, em quantidades estequiométricas, indicaram que o anion fenolato é
o alvo de ataque pelo iodo oxidado '. O agente oxidante a ser utilizado deve ser
compativel, ndo deve promover a desnaturacdo da proteina e deve ser de facil

separagdo ap6s marcacgao 2.

Quando a marcagao de proteinas comegou a ser realizada promovia-se
a radioiodagdo de fendis com iodo molecular. No entanto, foram desenvolvidas

outras metodologias devido a algumas desvantagens como maxima pureza
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radioquimica de apenas 50%, perda de radioatividade na etapa de oxidag&o o que
aumenta a exposigao ao operador e a volatilidade do iodo molecular que aumenta

os riscos relacionados ao processo de marcagao .

Em 1958 McFarlane * publicou uma metodologia desenvolvida para
pequenas proteinas que utilizava monocloreto de iodo (ICl) como reagente. A
ligagdo carbono-iodo, neste reagente, é polarizada com carga parcial positiva no
iodo, com rendimento radioquimico tedrico alto. O mecanismo de iodagdo é
substancialmente substituicdo eletrofilica porque o iodo eletrofilico ataca o ion
fendxido seguido pela perda lenta do préton. A substituicdo eletrofilica nao é a
Unica reagao passivel de ser realizada com o reagente ICl, sendo também
possivel a adi¢éo eletrofilica a dupla ligagao especialmente para radioiodagao de
acidos graxos e derivados .

Uma das técnicas mais utilizadas para a radioiodagdo de proteinas foi
desenvolvida por Greenwood e colaboradores %. Esta emprega a cloramina T (sal
sodico de N-clorotoluenosulfonamida) como agente oxidante do iodeto. A
cloramina T é um agente oxidante forte apresentando, portanto, como
desvantagem, a exposi¢do do composto a ser marcado as condigées drasticas de
oxidagéo, o que possibilita a ocorréncia de reagées indesejaveis como cloragao,
oxidagdo de grupos tiol, tioéter e quebra de ligagao triptofanil de peptideos. A

técnica do “iodobeads” € uma versdao em fase sdlida da técnica da cloramina T
1,24

Outro agente oxidante da familia da cloramina T também empregado
na radioiodac&o € o iodogen (1,3,4,6-tetracloro-3a,6a-difenilglicoluril). Comparada
com a cloramina T e o monocloreto de iodo (ICl), esta técnica demonstrou-se
similar quanto ao rendimento radioguimico, porém gera menores danos
oxidativos. O iodogen é insolivel em agua e pode ser utilizado como um filme
impregnado na parede do frasco de reagao, permitindo a marcagdo com minimo

contato entre o composto organico e o agente oxidante #*?°,

Outra técnica que pode ser aplicada na radioiodagéo de proteinas esta

baseada na utilizagdo de uma célula eletrolitica para oxidar o iodeto. Esta



apresenta como vantagem o fato de n&o expor o material a ser radioiodado as
condicbes severas de oxidagdo, porém requer a utilizagdo de equipamento

especifico " *°.

As enzimas da familia peroxidases, na presen¢ga de peroxido de
hidrogénio, promovem a iodagao de tirosinas. Em particular a lactoperoxidase €
utilizada para radioiodagdo de proteinas. As histidinas também podem ser
radioiodadas pela lactoperoxidase, porém em menor extensdo que as tirosinas. A
técnica enzimatica € uma alternativa menos agressiva para a radioiodagao de
proteinas '?°. Porém, o uso rotineiro parece ndo ser interessante uma vez que
pode ocorrer a radioiodagdo da propria enzima, e ainda, as enzimas sdo mais
caras que os agentes organicos comumente utilizados (cloramina T e iodogen) 24

Outros métodos de radioiodagdo envolvendo a oxidagdo direta do
iodeto de sddio in situ utilizando agentes oxidantes como H;O2, HNOj, entre
outros, também foram avaliados como capazes de promover a -iodagdo de
compostos com rendimento radioquimico teérico de 100% .

E adequado salientar que o método mais comumente utilizado para
radioiodagdo de proteinas envolve a iodagéo oxidativa utilizando-se cloramina T,
iodogen ou lactoperoxidase como oxidantes, ou seja, marcacdo direta. Este
método & aplicavel apenas as proteinas e peptideos contendo pelo menos um
residuo de tirosina em sua estrutura. Consequentemente, é impossivel por este
método classico, a radioiodagao de proteinas e peptideos que ndo apresentem
aminoacidos anelares em sua estrutura. Qutra desvantagem associada as
proteinas radioiodadas pelo método direto € a rapida desiodagao in vivo. Essa
desiodacéo relaciona-se, provavelmente, com a ‘interface de ligagdo do iodo na
proteina. A incorporagdo do iodo nos residuos de tirosina torna os mesmos
bastante semelhantes estruturalmente aos hormonios da tiredide, que s#o

passiveis de desiodacgao pela a¢do de enzimas especificas # %,

Uma alternativa para marcagao direta € a conjugagédo da proteina a
uma molécula radioiodada (grupo prostético), também conhecida como meétodo

indireto de marcagéo. Um grupo prostético para radioiodagdo contém algum tipo
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de grupamento aromatico ativado para receber o agente marcador e uma ponte
conectante para ligar-se covalentemente a proteina a ser marcada. Desta maneira
& possivel marcar o grupo prostético e depois acopla-lo & molécula alvo em duas
reacoes separadas, evitando a exposigdo da proteina as condigbes de oxidag&o.
A reacéo de conjugacao do grupo prostético marcado a molécula alvo deve ser
eficiente para evitar a perda do marcador. Existe também a possibilidade de ligar-

se o grupo prostético a molécula alvo e depois realizar a marcagéao 1,24

A conjugacao é mais dificil de ser conduzida, envolve varias etapas e
ainda resulta em baixos rendimentos radioquimicos quando comparada com a
marca¢ao direta. No entanto, a conjugagdo oferece alguns beneficios que nao
podem ser conseguidos com a marcag¢do direta, como: (I) um método de
introdugdo do radioiodo em proteinas que ndo podem ser marcadas diretamente;
(I um método de estabilizacdo do radiomarcado contra desiodagéo in vivo
promovida por enzimas; (lll) um método de marcagao que nao expde a proteina a
agentes oxidantes e redutores severos e (IV) um método de marcagao que pode

potencialmente permitir algum controle da distribui¢do secundaria do radioiodo 2.

O grupo funcional mais comumente utilizado para conjugagao de
moléculas radiciodadas as proteinas & o grupo amino, geralmente os grupos s-
amino de residuos de lisina. Compostos que contém grupos funcionais amino
reativos, tais como ésteres, imidoésteres, aldeidos e isotiocianatos, tém sido

utilizados na conjugagao de proteinas .

Com relagdo ao nucleo aromatico ativado, alguns grupos prostéticos
estudados, como o reagente de Bolton e Hunter, p-hidroxifenilpropionato de N-
succinimidila *', o reagente de Wood, p-hidroxibenzimidato *? e outros como o p-
hidroxibenzaldeido ** e o p-hidroxibenzacetaldeido **, utilizam anéis aromaticos
fendlicos para a radioiodagao eletrofilica, promovendo a substituicdo com entrada
de um iodo em posigdo orfo ao radical hidroxila. Neste caso, o anel aromatico,
assim como no método de marcacao direta, é suscetivel a desiodagéo in vivo

(FIG. 2) “.
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FIGURA 2. Grupamentos prostéticos com anel aromatico fenélico: (1) reagente de
Bolton-Hunter; (2) reagente de Wood; (3) p-hidroxibenzaldeido e (4) p-
hidroxibenzacetaldeido.

O maior problema das proteinas radioiodadas pelo método direto € a
rapida desiodagdo in vivo provocada por varias enzimas especificas. Este
problema nao aumenta necessariamente a dose de radiagéo para o paciente, mas
a localizagdo da proteina marcada no alvo diminui devido ao aumento da
atividade circulante. Pode-se minimizar este problema com a utilizagao de grupos
prostéticos nao fendlicos para radioiodagdo dessas moléculas. A utilizagéo
desses grupos prostéticos ndo fendlicos diminui a semelhanga estrutural aos
horménios da tiredide e, portanto, minimiza a desiodacao in vivo *.

Neste sentido foram  desenvolvidos alguns  precursores
organometalicos para radioiodagdo de proteinas. Esses precursores apresentam
metais como boro, mercurio, estanho, talio, silicio e germanio em estruturas
aromaticas e sao substituidos pelo radioiodo por meio de reacdo de

iododesmetalagao, representada de maneira geral pela equacéao a seguir (FIG.3)

R —— =Or

FIGURA 3. Reacao geral — lododesmetalacao



30

O uso de organoboratos para radioiodagéo foi descrito pela primeira

% Os métodos sintéticos disponiveis atualmente para

vez por Kabalka
radioiodagdo via organoboratos estdo baseados em reagbes de substituicdo

eletrofilica com o radioiodo para a obtengao do radiofarmaco desejado %.

Os organoestanosos s&o intermediarios versateis. Os vinilestanosos
sofrem rapida radioiododesestanilacdo assim como os vinilboratos quando em
presenc¢a do radioiodeto de sédio e de um agente oxidante moderado. Outros
intermediarios como o0s organotalatos e os organosilicatos também foram
pesquisados para a radioiodagdo de proteinas. Entretanto estudos comparativos
com diferentes intermediarios organometalicos determinaram que, de maneira

geral, os organoestanosos s&o provavelmente os melhores candidatos %24,

A radioiodagdo de varios ligantes objetivando a preparagdo de
diferentes agentes de imagem para receptores especificos € empregada de forma
ativa em radiofarmacia. Das varias reagbes de iododesmetalagéo citadas, a
aplicacdo da reacdo de iododesestanilagdo para obtencédo de compostos régio e
estéreo-especificos, com alta atividade especifica, & proeminente 222,

Estudos incorporando radioiodo e outros radiohalogénios em
compostos aromaticos foram desenvolvidos utilizando-se intermediarios
organometalicos. Estes estudos demonstraram que tais intermediarios podem ser
usados com rapidez e eficiéncia para a incorporagio de radioiodo em muitos

compostos aromaticos diferentes 24 2,

Os intermediarios estanosos, particularmente os trialquilestanosos
(SnBus, SnMes), tém se mostrado atrativos devido a relativa facilidade de
preparag¢do e manipulagao e alta reatividade com radiohalogénios .

Inimeros trabalhos descrevem a utilizagdo de ésteres

hidroxisuccinimidicos de intermediarios organoestanosos % 58 9. 1011, 24,37, 38, 39,

40
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O derivado benzoato de 3-(tri-n-butilestanil) de N-succinimidila recebeu
de Zalutsky e Narula a denominagéo de ATE (FIG. 4) 2

C-O-N

AN
Sn(n-Bu)3

FIGURA 4. Estrutura quimica do ATE

A radioiodacdo deste derivado via iododesestanilacdo eletrofilica
origina o 3- ['**/"liodobenzoato N-succinimidila (SIB) que é posteriormente
conjugado a proteina via acilacdo do residuo de lisina 234568

O SIB desenvolvido € um composto conceitualmente similar ao
reagente de Bolton-Hunter. No entanto, duas diferengas estruturais foram
incorporadas ao SIB no intuito de torna-lo melhor para aplicagéao in vivo: os dois
carbonos entre o anel aromatico e o éster ativado foram removidos para aumentar
o rendimento de acoplamento a proteina, pois minimiza hidrolise competitiva;
além disto, o SIB nao apresenta radical hidroxila na posicao orfo ao atomo de
iodo, diminuindo assim a semelhanga estrutural do sitio da proteina radioiodada

aos horménios da tirebide, para os quais varias enzimas sdo conhecidas °.

Zalutsky e Narula % propuseram uma rota sintética para a obtencado do
ATE, baseada em grupamentos hidroxisuccinimida, na qual o acido m-Br
benzéico é litiado por n-BuLi a temperatura reduzida e subsegilentemente
transmetalado ao derivado arilestanoso correspondente. A rota sintética, apesar
de aparentemente simples, apresenta como principal inconveniente a manutencgéao
de temperatura extremamente reduzida (-100°C) na primeira etapa. Os
rendimentos estdo, em parte, condicionados as etapas de purificagdo. O
composto ATE obtido permanece estavel durante varios meses se conservado a

temperatura inferior a —20°C, em cloroférmio e atmosfera de gas inerte.

-[PEM
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Outras rotas sintéticas alternativas estdo relatadas na literatura para

sintese do composto ATE e analogos >+ *" 4% 4,

Varios trabalhos realizados demonstraram que o uso do 3- ou 4- iodo
benzoato de N-succinimidila (SIB) para marcacdo de proteinas reduz
significativamente a captagdo na tiredide (o indicador biolégico in vivo da
desalogenagdo) quando comparado com a marcagdo direta 2 4 % 10,35, 3841, 44,45
Em alguns casos, as proteinas marcadas utilizando SIB também apresentaram

melhores caracteristicas de ligacao in vitro % 1%

Assim como os derivados 3-iodobenzoato quando usados para marcar
proteinas, os derivados 5-iodo-piridina-carboxilato também promovem
estabilidade in vivo se comparados com a marcagao direta. Estudos utilizando-se
a mIBG (meta iodobenzilguanidina) como precursor para obtengao de derivados
3-iodobenzoato tém contribuido para demonstrar que o iodo na posicao meta de
compostos aril ndo fendlicos promove resisténcia a desiodacgéo in vivo e minima
transformacao .

3.3. Inflamagao/Infecgao

A reagédo inflamatéria é conhecida ha muito tempo. Na antiguidade, os
gregos ja a definiam pelos seus sinais e sintomas tipicos, considerados sinais
cardinais: calor, rubor, tumor e dor 4647,

A reagdo dos tecidos vascularizados a um agente agressor,
denominada inflamagéo é caracterizada pela saida de liquidos e de células do
sangue para o intersticio. Apesar de suas caracteristicas serem muito variadas,
0s mecanismos de aparecimento sdo comuns. O agente inflamatério age sobre o
tecido e induz a liberacdo de mediadores que, ao agirem nos receptores
existentes nas células da microcirculagao e nos leucocitos, produzem aumento da
permeabilidade vascular e exsudagao de plasma e de células sanguineas para o

intersticio. Cessada a agao do agente inflamatério, reduz-se a liberacao dos
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mediadores, a microcirculagdo recupera o estado hemodinamico original e o
liqguido e as células exsudadas voltam a circulagdo sanguinea geralmente pelos
vasos linfaticos. Se ha necrose, o tecido destruido é fagocitado e logo depois
surgem os fendémenos de cicatrizagdo ou de regeneragéo, tudo dependendo da
extensao da lesdo e do 6rgao acometido. O processo inflamatério, portanto, € um
fendmeno essencialmente dinamico, razao pela qual seu aspecto morfoldgico se

modifica com o tempo %%

Quando a inflamagao ocorre devido a invasdo por microrganismos
denomina-se infecgdo. Pode haver infeccdo sem inflamagdo, como ocorre em
pacientes severamente imunodeprimidos. Por outro lado, também pode haver
inflamagdo sem infecgdo, quando o dano tecidual ndo foi causado por
microrganismos '°.

A inflamagéo é dividida em padrées agudo e crénico. A inflamagéao
aguda tem uma duracdo relativamente curta e suas principais caracteristicas sé@o
a exsudacao de liquidos e proteinas plasmaticas (edema) e a migragao de
leucécitos, predominantemente células polimorfonucleadas (PMNs)'®%. A
inflamagdo aguda possui trés fases “%;

a. alteragéo do calibre dos vasos com conseqiiente aumento do fluxo sangiiineo
b. alteragdes estruturais dos vasos para que as proteinas plasmaticas e
leucécitos deixem a circulagéo

c. migracéo dos leucdcitos da corrente sangliinea e seu acumulo no local da
lesdo.

A inflamagéo cronica, por outro lado, tem uma duragdo maior e
associa-se, em termos histoldgicos, com a presenga de células mononucleadas
como linfécitos, monécitos e macréfagos e com a proliferacdo de vasos
sanguineos e de tecido conjuntivo "> 4¢,

O conjunto de eventos que ocorre durante uma resposta inflamatoria
depende de muitos fatores, como a natureza do estimulo, sua porta de entrada e
a caracteristica do hospedeiro. Nem toda inflamagdo & mediada pelo sistema
imunologico adquirido. Algumas substancias estranhas podem ativar diretamente

os neutréfilos e provocar inflamagdo aguda mediada por neutréfilos, sem a
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participacdo dos linfocitos. De modo geral, os participantes da resposta
inflamatéria sdo parede vascular, células inflamatérias — células sanguineas
circulantes (neutréfilos, linfocitos, eosindfilos, basoéfilos e plaquetas) e células
residentes nos tecidos (mastocitos e macréfagos) — fibras colagenas e elasticas e
membrana basal. As alteracdes inflamatérias se dao por mediadores quimicos

46,47, 49,50, 51e que podem ser classificados em 4

também chamados de citocinas
grupos “°:

1. mediadores com propriedaes vasoativas e de contragao do musculo liso. Ex.:
Histamina, prostaglandinas e leucotrienos.

2. os que atraem outras células ou também chamados de fatores quimiotaticos,
as quimiocinas. Ex.: Fragdo Cba do sistema complemento.

3. enzimas. Ex.: Proteinases

4. proteoglicanos. Ex.: Heparina.

As citocinas originam-se no citoplasma de células, ligam-se a
receptores especificos na célula alvo e podem estimular a liberagdo de outros
mediadores. Possuem vida curta, tém efeitos em um ou diversos alvos ou ainda

em diferentes células e também apresentam potencial de causar efeitos danosos
46

Praticamente qualquer tipo de agressao para um tecido sélido, seja por
traumatismo fechado, queimadura térmica ou quimica, laceragéo, infecgio
microbiana ou outras causas, tende a ser acompanhado de rapida dilatacéo dos
pequenos vasos sanguineos nos tecidos lesados ao seu redor. Esta reagéo
vascular (vasodilatagdo) pode ocorrer dentro de poucos minutos apés uma leséo
aguda e envolve arteriolas, capilares e vénulas, resultando em aumento do fluxo
sanguineo local na area lesada. Com a dilatagao dos vasos, as células endoteliais
que revestem alguns destes vasos sofrem retragédo ativa. A retracéo resulta em
aumento da permeabilidade da parede da vénula, permitindo ao liquido rico em
proteinas do plasma extravasar através das lacunas, atravessar a membrana

basal endotelial e fluir para o espago extracelular do tecido circundante 6 47- 4931,

Na maioria dos casos, a vasodilatacio e o aumento da permeabilidade

vascular constituem respostas reversiveis, cuja extensdo e duracao dependem da
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natureza, gravidade e tipo de lesdo. Em conjunto, sdo responsaveis, em grande
parte, pelos achados clinicos de vermelhiddo (eritema), calor e edema que
acompanham gquase todos os tipos de lesdo dos tecidos solidos ““°. Estas
alteracdes fisiologicas sédo benéficas, de varias maneiras, para o individuo. Por
exemplo, o aumento do suprimento sanguineo local ajuda a melhorar o
suprimento de oxigénio, plaquetas e fatores da coagulagéo na area lesada, o que,
por sua vez, ajuda a estabilizar os tecidos lesados e facilita a cicatrizacdo e
reparo. Além disso, o liquido vascular que extravasa para os tecidos pode
imediatamente diluir ou dissolver substancias nocivas e trazer muitas das
proteinas antimicrobianas do soro, ajudando a fornecer rapidamente fatores de

defesa inespecificos nos locais necessarios *°.

A conseqiiéncia mais importante da resposta vascular é que ela
promove o contato entre os leucécitos circulantes e o endotélio venular. As
células que revestem as vénulas p6s-capilares estdo exclusivamente adaptadas a
expressar altos niveis de certas moléculas de adesao na superficie quando ocorre
lesdo do tecido circundante, como parte de um processo denominado ativagao da

célula endotelial 47 4951,

Embora praticamente todos os tipos de leucécitos contribuam para a
defesa do individuo, trés tipos desempenham papéis particularmente
proeminentes. Os neutréfilos e a linhagem de monécitos e macréfagos sdo
células fagociticas, que atuam ao fagocitar microrganismos, restos celulares e
outros materiais particulados. Podem atuar em cooperagao com os linfocitos, mas
tambem s&o capazes de reconhecer e matar diretamente muitos patégenos, de
modo que constituem os efetores celulares mais importantes do sistema
imunoldgico inato. O grupo que compreende os linfocitos e células relacionadas,
possui pouca capacidade fagocitica, mas realiza uma série de outras reagées
protetoras, coletivamente conhecidas como resposta imunolégica. Os linfocitos

sao decisivos em todos os aspectos da imunidade adquirida. 47 4% 51,

Os neutréfilos formam um exército de fagoécitos circulantes, equipados
para responder rapidamente e em grande nimero toda vez que houver alguma
lesdo tecidual. As células maduras, também conhecidas como neutréfilos
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segmentados (segs) ou leucoécitos polimorfonucleares (PMN), podem ser
facilmente identificadas pelo seu nucleo multilobulado caracteristico e pelos
abundantes granulos em seu citoplasma que armazenam agentes bactericidas e
enzimas lisossdmicas até o momento em que se tornam necessarios para destruir

um microrganismo fagocitado 9,

Se durante a sua circulagio os neutrofilos forem levados para um local
de lesédo ou infeccdo, estes aderem rapidamente ao endotélio, migram através
das paredes dos vasos e invadem os tecidos afetados, onde podem acumular-se
em grande nimero. O processo de aderéncia dos neutréfilos a parede vascular é
denominado marginagao e ocorre em trés fases. A primeira fase é mediada pelas
selectinas (O, E e L) que estabelecem o contato inicial de adesao entre o
neutréfilo e a parede vascular. Entretanto, o neutréfilo continua rolando ao longo

da parede vascular durante esta fase, impelido pela for¢a do fluxo sanguineo 47 4
51

O rolamento do neutréfilo ao longo da parede das vénulas aumenta a
exposicdo das células a um grupo variado de substancias, coletivamente
conhecidas como fatores quimiotaticos dos leucécitos, que podem ser expressos
pelo endotélio ativado ou que difundem no sangue a partir do tecido lesado. Estes
fatores ligam-se a receptores presentes sobre a superficie dos neutrofilos e

deflagram a segunda fase denominada fase de ativacéo da ligagdo endotelial 4"
49, 51

Em geral os fatores quimiotaticos sao substancias que indicam mais a
presenca da lesédo do que a sua causa. Esses fatores podem ser endégenos,
incluem fragmentos de fibrina ou colageno, fatores soluveis liberados por
plaquetas ativadas e mastocitos e certos subprodutos da cascata do
complemento; ou podem ser exdgenos, constituem produtos exclusivos do
metabolismo bacteriano, dos quais 0os mais notaveis sdo os oligopeptideos N-
formilados contendo residuos de N-formilmetionina ou N-formilnorleucina. Este
aminoacido modificado esta presente na extreminadade amino-terminal das
proteinas da maioria das bacterias, mas nao ocorre nas proteinas de origem
humana. Cada fator quimiotatico € reconhecido por um receptor especifico
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existente sobre a superficie dos leucécitos. Cada neutréfilo possui grande nimero
de receptores para diferentes fatores quimiotaticos. O contato com esses fatores

. ~ . = z 51
desencadeia alteragdes nas propriedades de adesao dos neutréfilos *7 4% °'.

O efeito mais importante dos fatores quimiotaticos consiste em induzir
alteragdes nas configuragées das integrinas sobre a superficie dos leucécitos,
permitindo sua ligagdo a ligantes glicoproteicos especificos sobre o endotélio.
Essas alteracdes iniciam a fase final de marginagéo do neutréfilo que é a fase
mediada por integrinas. Resultando em contatos moleculares estaveis e
prolongados, que impedem o movimento dos neutréfilos e fazem com que figuem

aderidos ao endotélio 47+ 4% 51,

Uma vez fixado, o neutréfilo abandona a vénula e migra para o tecido
adjacente, num processo denominado migragcédo. Os neutréfilos deslocam-se ao
longo do gradiente de concentragéo dos fatores quimiotaticos até alcangar o foco
da lesdo ou infecgdo. A migragao e a quimiotaxia sao facilitadas, em parte, pela
ligagcdo de integrinas da superficie dos neutrofilos a fibronectina e outros

componentes da matriz extracelular 4™ 4% 51,

Ao alcangar o local lesado, os neutréfilos comegam o processo de
ingestdo de qualquer bactéria, restos celulares ou material particulado estranho
na area *® %' As particulas englobadas pelo neutréfilo sdo inicialmente contidas
dentro de vacuolos delimitados por membrana, os fagossomas. Apdés o
engolfamento, os granulos presentes nos lisossomos do neutréfilo comegam a
fundir-se com cada fagossoma, liberando seu contetido, num processo conhecido
como desgranulagéo. Os granulos dos neutréfilos contém uma série de enzimas e
outras substancias com capacidade de degradar bactérias ou dissolver outros

materiais englobados *®®'

. A associagdo entre o fagossomo e as enzimas
lisossébmicas da origem ao fagolisossomo. Dentro desta estrutura o
microrganismo sera destruido e os restos serdo eliminados da célula como corpo

residual >'.

Quase todos os tecidos, 6rgdos e cavidades serosas abrigam uma

populagdo de fagocitos mononucleares pertencentes a uma unica linhagem,
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conhecida como sistema mononuclear fagocitico. Os monécitos ndo sdo muito
abundantes na circulacdo periférica e uma vez estabelecidos nos tecidos s&o
denominados macrofagos teciduais. Como outros leucécitos, os mondcitos no
sangue circulante podem ser atraidos para um local de leséo ou infecgao através
de processo de fixacdo endotelial em trés fases, que é essencialmente idéntico
aquele descrito para os neutréfilos e que utiliza muitas das mesmas proteinas de

adesao e fatores quimiotaticos 47 4% 51,

O processo de ativacdo do macréfago tecidual é caracterizado por
rapido aumento no metabolismo, motilidade e atividade fagocitica. Os macréfagos
ativados séo ligeiramente maiores do que os inativos devido, principalmente, ao
aumento do volume citoplasmatico. Muitas proteinas novas s&o sintetizadas com
o processo de ativagdo “°. Apos a ativagdo, os macréfagos passam a secretar
uma ampla variedade de produtos biologicamente ativos que sdo importantes
mediadores da destruicdo tecidual, da proliferagdo vascular e da fibrose
caracteristicas da inflamagao crénica. Alguns destes produtos sdo toxicos para as
células ou para a matriz extracelular, alguns geram o ingresso de outros tipos
celulares e outros, por sua vez, induzem a proliferagao de fibroblastos e a

deposicéo de colageno 47 4% 51,

Muito embora os neutréfilos sejam a marca registrada da inflamagao
aguda, muitas formas de inflamagdo cronica continuam a apresentar grande
namero de neutréfilos; estes sdo induzidos pela persisténcia de bactérias, por

mediadores produzidos por macréfagos ou ainda por células necréticas %6

3.4. Radiofarmacos para imagem de inflamagao/ infec¢cdo: mecanismos de
acao

Com uma taxa anual de mortalidade ao redor de 35% em todo o
mundo, as infecgbes representam uma significante preocupagao °2. A rapida
identificacdo, localizagdo e delineamento anatdmico de um foco oculto de
infeccdo e inflamagao representa um importante passo para conduta terapéutica
em pacientes em estado critico. Esses processos inflamatoérios e infecciosos
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podem ser detectados por técnicas como tomografia computadorizada (CT),
ressénancia magnética (RM) e ultrasonografia (US). No entanto, essas técnicas
estao baseadas em mudancgas anatomicas para definir a lesdo e, portanto, nao
podem ser utilizadas para detectar processos em fase inicial de desenvolvimento

2 R A o ‘ 13,14
porque nao ha mudangas anatémicas substanciais nesse periodo 12,1314

A imagem cintilografica € um excelente método nao-invasivo na
pesquisa de corpo inteiro, permitindo a determinagéo tanto da localizagdo quanto
do numero de focos de infecgdo e inflamagéo, baseado em mudangas funcionais
dos tecidos 2.

O radiofarmaco ideal para diagnostico de infec¢ao e inflamacéao deve
apresentar alta especificidade e rapida captagdo no foco, sem se acumular nos
tecidos normais, apresentar baixa toxicidade e um rapido clareamento sanguineo,
de modo que a nitidez da imagem faculte o parecer do médico nuclear. Além
disso, deve ser de facil e rapida preparagao, boa disponibilidade e baixo custo,
além de promover a diferenciagdo entre infeccdo e inflamagao nédo microbiana %
' Nao existe um radiofarmaco que apresente todas as caracteristicas ideais,
portanto na pratica, a aplicagdo dos radiofarmacos para focos de
infecgaol/inflamagéo esta associada a disponibilidade e custo dos mesmos bem
como 4 suspeita diagnéstica.

Os radiofarmacos convencionais rotineiramente usados na clinica para
determinagdo de foco de infecgcdo e inflamagao sao: citrato de ®7Ga, leucécitos
marcados com '"In ou *™Tc e imunoglobulinas humanas policlonais (IgG)
marcadas com 'MIn ou ¥™T '2 15 52 Ag |imitacdes destes radiofarmacos

convencionais encorajaram a pesquisa de novos agentes com caracteristicas
préximas do radiofarmaco ideal ' 5.

O aumento do fluxo sanguineo, permeabilidade vascular e transudagao
séo processos que podem ser utilizados para o acumulo n&do especifico dos
tragadores. Deve-se enfatizar que todos os radiofarmacos acumulam-se no foco

de inflamagaol/infecgao, pelo menos em parte, devido a processos nao especificos
16
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O processo especifico de acumulo compreende um numero de
possiveis interagdes entre o radiofarmaco e o alvo, como por exemplo, ligagao a
receptores e ligagdo antigeno-anticorpo. A especificidade pode estar ligada a
diferentes mecanismos. Entre eles citam-se *:
a. marcagdo de leucocitos in vitro ou in vivo: os leucécitos ligam-se
preferencialmente ao foco de inflamacéao/infeccdo por quimiotaxia e podem,
portanto, ser usados para transportar radionuclideos para a area inflamada. Eles
se movem maci¢camente para o foco e se concentram no local em grande nimero;
b. os mediadores vasoativos ou quimiotaticos do processo inflamatério podem
ser alcangados in vivo por radiofarmacos ou podem ser radiomarcados in vitro e
injetados;
c. marcagao de antibiéticos: este mecanismo pode ser dito como o que gera a
verdadeira imagem para infecgdo, uma vez que os radiofarmacos usados
teoricamente ligam-se especificamente ao microrganismo alvo;
d. um mecanismo completamente diferente de acumulo no foco inflamatério
acontece usando-se a flior-2- desoxi-D-glicose-'®F (FDG-'®F). Este mecanismo
esta baseado no aumento da captacédo de glicose pelos granulécitos infiltrados e
macrofagos teciduais com metabolismo aumentado. O acimulo da FDG em
células com metabolismo de glicose aumentado é especifico. No entanto, a FDG
tambeém & captada, por exemplo, por células tumorais (que também apresentam
metabolismo de glicose aumentado). Portanto, a FDG nio é especifica para
processos infecciosos e inflamatérios.

3.4.1. Diferentes radiofarmacos utilizados para inflamagaolinfecgao

a) Citrato de *’Ga

Pode ser utilizado para diferentes condigbes patoldgicas,
principalmente infeccdes. Quando injetado na circulagéo o citrato de ®’Ga liga-se
a transferrina circulante e este complexo chega até o foco de infecgao/inflamacao
devido ao aumento da permeabilidade vascular %% 4,
De maneira geral acredita-se que a transferrina leve *Ga até o

abscesso. Uma vez no abscesso 0 %7Ga pode ser transferido da transferrina para



41

a lactoferrina (LF), ferritina ou proteinas sideréforas. A lactoferrina apresenta alta
afinidade pelo 57Ga e pode remové-lo da transferrina. Esta proteina esta presente
nos granulos secundarios dos leucocitos PMNs e é expulsa do grénulo quando ha
ataque bacteriano. A lactoferrina presente no foco pode se ligar a receptores LF
presentes nos mondcitos ou macréfagos e levar o ¥"Ga até a ferritina intracelular.
A ferritina tem grande afinidade pelo ®Ga. Os microrganismos patogénicos
presentes num abscesso purulento sdo provavelmente o fator mais importante
para o acimulo do %"Ga, pois a bactéria pode capturar uma quantidade
significativa de %’Ga. Acredita-se que as proteinas sider6foras estejam envolvidas
nesta captura, uma vez que estas sao sintetizadas e secretadas por bactérias
para sequestrarem Fe*. As proteinas sideréforas sao moléculas pequenas (500 —
1000 Da) que apresentam extrema afinidade pelo ion Fe* e também pelo ¥Ga.
Portanto, podem transportar *’Ga para dentro dos microrganismos por meio de
um mecanismo saturavel e energia dependente *°.

Ocorre captacéo fisiologica do citrato de %’Ga no figado, ossos, medula
ossea e intestinos. Este agente é parciaimente excretado pelos rins
(especialmente durante as primeiras 24 horas apés a inje¢ao) e também via trato-
gastrintestinal '.

A cintilografia tem grande sensibilidade tanto para infecgcdo aguda
como crbnica e inflamagdo. Entretanto, existem algumas limitagées para a sua
aplicagao clinica ™.

A especificidade deste tragador é baixa devido & excregado via trato-
gastrintestinal e também acumulo em tecidos malignos. Imagens 6timas somente
séo adquiridas apds 72 horas da injegao. Estas caracteristicas desfavoraveis em
combinagdo com o desenvolvimento de novos radiofarmacos para infecgdo
limitaram a indicagao clinica de cintilografia com citrato de galio-67 a certos casos
como suspeita de infec¢do pulmonar e osteomielite cronica '°.

b) Imunoglobulinas

Inicialmente havia a hipdétese de que a imunoglobulina humana
policlonal era retida no foco inflamatério devido a interagdo com receptores Fc-y
expressos pelos leucocitos infiltrados % Mais tarde, estudos demonstraram que a

imunoglobulina humana policlonal radiomarcada acumula-se no foco infeccioso
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através de extravazamento n&o especifico devido ao aumento da permeabilidade
vascular no local ¥'.

A imunoglobulina humana policlonal pode ser marcada com '"'In ou
com **"Tc. Ambos agentes apresentam clareamento sanguineo lento e captagéo
no figado, bago e rins. Os ensaios clinicos destes agentes demonstraram a
excelente capacidade de localizagdo de infecgdo e inflamagdo musculo-
esquelética e também bons resultados para infec¢do pulmonar, principaimente em

pacientes imunodeprimidos, e inflamagdo abdominal %%

A pequena
sensibilidade para diagnostico de endocardite e lesdes vasculares em geral deve-
se ao alto nivel de atividade circulante por longo tempo. A limitagdo geral da
imunoglobulina humana policlonal radiomarcada é o longo tempo entre a injegdo e
a aquisicao da imagem (24 a 48 horas) *°.

¢) Lipossomas

Sao esferas de uma ou duas bicamadas lipidicas envolvendo um
conteudo aquoso. Os lipossomas foram propostos como veiculos para imagem de
infeccdo ha mais de 20 anos, mas essas primeiras preparagdes eram
rapidamente clareadas do sangue pelo sistema mononuclear-fagocitico. No
entanto, se a superficie do lipossoma for recoberta com um polimero hidrofilico
como o polietileglicol (PEG) pode-se contrapor a agdo do sistema mononuclear-
fagocitico prolongando-se a permanéncia deste agente na circulacdo e
aumentando-se assim a sua captagdo em focos infecciosos devido ao aumento
da permeabilidade no local '*°.

Esses complexos lipossoma-PEG podem ser marcados com oxinato-
"In ou hexametilpropilenoamina oxima (HMPAO-*"Tc) ou hidrazino
nicotinamida (HYNIC-*™Tc). A marcagio é rapida (poucos minutos) ®. As
primeiras avaliagbes clinicas mostraram boas imagens de focos de infecgdo. A
visualizagdo de infecgdes/inflamagdes musculo-esqueléticas e abdominais foi
melhor do que utilizando-se a IgG-'""In &'

d) Sistema avidina-biotina
Avidinas sdo uma familia de proteinas. A estreptavidina € um membro
desta familia. A biotina € um composto de baixo peso molecular que pode ser

radiomarcado. A avidina e estreptavidina ligam-se a biotina com extrema
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afinidade. O uso do sitema avidina-biotina esta baseado no fato da avidina (ou
estreptavidina) localizar-se nao especificamente em focos de infecgéo devido ao
aumento da permeabilidade vascular no local. Primeiramente injeta-se a avidina
(ou estreptavidina) e a biotina radiomarcada ¢ injetada horas depois. Diagnosticos
com boa precisdo foram obtidos em estudos de infecgdo vascular e osteomielite

cronica 1562,

e) Leucédcitos marcados in vitro

A marcacao de leucocitos in vitro foi desenvolvida entre as décadas de
setenta e oitenta e até hoje ainda é considerado como padrao ouro na medicina
nuclear para imagem de infeccéo e inflamagao '°.

Apbs administragdo intravenosa os leucécitos sdo seqiiestrados pelos
pulmdes com subseqlente rapido clareamento da atividade. H4 um rapido
clareamento sanguineo e em muitos casos ha uma alta captagdo em infiltrados
granulociticos, enquanto uma substancial por¢do acumula-se no bago. Portanto,
como radiofarmaco, os leucécitos marcados sdo indicadores especificos da
infiltrac&o leucocitaria no foco, mas nao especificos para infecgao *°.

McAfee e Thakur % desenvolveram uma técnica de marcagdo de
leucécitos autélogos com '''In usando oxinato como quelante.

Peters e colaboradores ® desenvolveram uma técnica de marcagao
usando HMPAO, um quelante lipofilico, que permite eficiente marcacdo dos
leucécitos com o ™.

Devido as caracteristicas radioativas 6timas do **™Tc¢, os leucdcitos
marcados com este agente substituiram os marcados com '''In em muitas
indicacaes *°.

A excelente performance dos leucécitos radiomarcados para imagem
de infeccdo e inflamagdo foi demostrada em uma série de estudos onde
observou-se que a sensibilidade pelo foco excedeu 95% 5% Havia uma
preocupagado em relagcdo a possibilidade dos leucécitos marcados nao serem
capazes de detectar infeccao cronica, pois essas infecgdes geram resposta
leucocitaria bem menos intensa que as agudas. No entanto, um estudo com 155
pacientes mostrou que a sensibilidade dos leucécitos marcados para detecgao de
infeccdes agudas (90%) nao foi significativamente diferente da sensibilidade de

detecgao de infecgdes cronicas (86%) o7,
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Em relagéo a precisdo do diagnéstico ndo ha um agente para imagem
melhor que os leucdcitos autdlogos marcados. Porém este agente apresenta
desvantagens tais como preparagéo trabalhosa e longa que requer o uso de
equipamentos especificos e a manipulagdo de volume significativo de sangue

potencialmente contaminado *°.

f) Leucocitos marcados in vivo

Este método tem por objetivo marcar os leucécitos in vivo (nha
circulagdo sanguinea ou no foco). O procedimento de marcagdo é facil e nao
requer a manipulacido de sangue potenciaimente contaminado. O uso de
anticorpos monoclonais radiomarcados contra antigenos presentes na superficie
dos granulécitos foi um dos primeiros estudos realizados visando a marcagao de
leucécitos in vivo. Varios anticorpos monoclonais que reagem com antigenos
expressos nos granulécitos (NCA, CD15, CD66 e CD67) foram desenvolvidos.
Alguns anticorpos anti-granulécitos foram avaliados para imagem de infecgao, tais
como, anti-NCA-95 IgG, anti-NCA-90 Fab’ e anti-SSEA-1 IgM. Cada um desses
anticorpos anti-granulécito marcados com *™Tc ou '®| permite um preciso
delineamento da infeccdo. Como estes agentes radiomarcados sdo compostos
diferentes dos leucoécitos radiomarcados in vitro, logo apresentam biodistribuicao
diferente. De modo geral, o clareamento sanguineo das preparagées com IgG é
muito lento gerando uma alta radioatividade de fundo que decresce lentamente
com o tempo. Por esta razéo, o tempo entre a inje¢do do anticorpo radiomarcado
e a aquisicdo da imagem é relativamente longo. Ndo ha captacéo inicial nos
pulmées e a captacdo no baco € muito menor em comparagéo com os leucécitos
marcados in vitro. As preparagdes baseadas em fragmentos de anticorpos
apresentam excregéo renal aumentada e a IgM apresenta captagédo no figado
maior que os leucécitos marcados in vitro '°.

Becker e colaboradores ®® mostraram que menos de 10% do anticorpo
BW 250/183 radioiodado presente no sangue liga-se aos granulécitos. Esta
observacgao indicou que os anticorpos anti-granulocitos nao representam um bom
método para radiomarcagao de células brancas in vivo. Atualmente € aceito que
os anticorpos anti-granuldcitos radiomarcados localizam-se no foco de infeccao
basicamente devido ao extravasamento nao especifico relacionado ao aumento

da permeabilidade vascular e que a ligagao do anticorpo ao leucécito infiltrado no
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tecido lesado (inflamado) pode contribuir com sua retengéo no foco *. Entretanto,
uma excec¢éo deve ser feita para o anti-SSEA-1 IgM (anti-CD15), uma vez que
este reconhece antigenos CD15 nos PMNs com alta afinidade e a ligag&o in vivo
excede 50%, apontando para um processo mais especifico de acimulo no foco. A
marcacéo do anticorpo monoclonal IgM anti-CD15 com *™Tc e sua avaliagdo em
pacientes com diagnoéstico equivocado de apendicite apresentou resultados
promissores %°.

Os radiofarmacos baseados em anticorpos anti-granulécitos permitem
a visualizagio de focos de infecgdo com uma sensibilidade entre 80 a 90% °.
Devido ao clareamento sanguineo lento é necessario que as imagens sejam
realizadas 24 horas ap6s a administragdo para uma correta localizagao dos focos
inflamatérios. A maior desvantagem dos anticorpos monoclonais murinicos é que
estes podem apresentar biodistribuicio alterada apés inje¢ées subseqlientes.
Neste caso é mais vantajoso o uso de fragmentos de anticorpos uma vez que
estes sdo menos imunogénicos. Além disso, os fragmentos apresentam

clareamento sanguineo mais rapido podendo gerar imagens mais rapidamente
70

g) Peptideos Quimiotaticos

Os peptideos com alta afinidade por receptores expressos
preferencialmente por leucécitos podem ser usados para marcar leucdcitos in
vivo. Uma grande variedade de peptideos que ligam-se a receptores expressos
pelas células brancas tem sido avaliados para detecgdo de infecgdo. O primeiro
peptideo a ser estudado quanto a habilidade para deteccdo de focos de
infecgao/inflamacgao foi o peptideo quimiotatico formil-metionil-leucil-fenilalanina
(fMLF). Este peptideo composto por trés aminoacidos com um grupo formil na
por¢ao N-terminal € um fator quimiotatico produzido por bactéria, que se liga a
receptores nos leucécitos e monécitos com alta afinidade (Kd=10-30 nM) '°. Os
primeiros estudos sobre a radiomarcagao deste peptideo tiveram inicio a mais de
20 anos com Zoghbi e colaboradores *' e mais tarde McAfee e colaboradores 72,
que radiomarcaram tal peptideo e estudaram seu comportamento in vivo. Foi
verificado que mesmo em baixas doses o fMLF radiomarcado induz uma
transiente granulocitopenia. Em 1991 Fischman e colaboradores 2 sintetizaram

quatro analogos deste peptideo quimiotético para marcag&o com "In. Todos os
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peptideos mantiveram a atividade biolégica e a afinidade pelo receptor. Os
peptideos foram avaliados em ratos com infec¢édo por E.coli e todos os analogos
apresentaram localizagdo preferencial no foco em uma hora apés a
administragdo. Em um estudo comparativo utilizando-se coelhos com infecgdo por
E. coli ficou demonstrado que o peptideo fMLF marcado com *™Tc é superior
para localizago de infecgéo relativamente aos leucécitos marcados com '''In ',
O peptideo quimiotatico sintético N-formil-norleucil-leucil-fenilalanil-norleucil-tirosil-
lisina (fNleLFNIeYK), apresenta uma potente quimiotaxia por neutréfilos humanos
e pode ser prontamente radioiodado com alta atividade especifica sem ocorrer
perda de sua atividade biolégica ©.

Foi desenvolvido um agente, com alta atividade especifica, marcado
com *™Tc com o intuito de reduzir a indugéo de granulocitopenia '°.

Fischman e colaboradores '* demonstraram que a neutropenia é dose
dependente e que doses do peptideo fNIeLFNleYK menores que 10ng/Kg
promovem somente um minimo efeito sobre a contagem de leucécitos.
Adicionalmente a estes resultados, ainda deve ser considerado o fato de que a
alta atividade especifica do composto marcado gerado permite a aquisicao de
imagem com dose de peptideo aproximadamente 1000 vezes menor do que a
dose capaz de gerar uma reducgdo significativa na contagem de leucédcitos
12,13.15,73.

Varios antagonistas também foram desenvolvidos para contrapor este
efeito bioldgico (granulocitopenia). Porém, estes antagonistas apresentam baixa
captagédo no foco de infecgdo, muito provavelmente, devido a reduzida afinidade
pelo receptor %1%,

Em resumo, a rapida aquisicdio de imagens de focos de
infecg&ol/inflamacgéo é possivel quando utilizados os peptideo quimiotatico fMLF e
seus analogos sintéticos radiomarcados '°.

h) Citocinas
As citocinas radiomarcadas sio uma interessante classe de
radiofarmacos baseados em proteinas de baixo peso molecular. As interleucinas

1, 2 e 8 e o fator plaquetario 4 (IL-1, IL-2, IL-8 e PF-4) estdo entre estas citocinas
15
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A interleucina 1 (IL-1) liga-se a receptores expressos nos leucocitos,
mondcitos e linfocitos, com alta afinidade. Porém, mesmo em baixas doses (10
ng/Kg), efeitos biologicos adversos como hipotensao, impedem a aplicagéo clinica
da IL-1 radiomarcada. O antagonista da IL-1, o IL-1ra também foi avaliado como
agente para imagem. Este apresenta afinidade similar pelos receptores IL-1, mas
carece de atividade bioldgica 21>,

A interleucina-2 (IL-2) radiomarcada liga-se especificamente a
receptores IL-2 expressos nas células T ativadas. A IL-2 marcada tanto com '
quanto com ®™T¢ tem sido estudada para localizagdo de regides com infiltracao
de linfocitos. Os resultados sugerem que a IL-2 marcada pode ser potencialmente
utilizada como agente in vivo para as células mononucleares infiltradas, como as
que estdo presentes nas doencas auto-imune %%,

A IL-8 liga-se a receptores nos neutréfilos com alta afinidade (0,34 nM).
O acumulo de IL-8 radioiodada ('?®l) no abcesso é rapido e alto. A atividade
especifica relativamente baixa resulta em transiente redugdo na contagem de
leucécitos periféricos apés uma dose de IL-8-'?°| de 25 ug/Kg, seguida de
leucocitose por algumas horas. Recentemente a preparagdo IL-8-™Tc foi
desenvolvida utilizando-se o HYNIC como quelante. Em coelhos com infecgao por
E.coli a alta captagdo do composto HYNIC-IL-8 -**™T¢ no abscesso e a alta razao
alvo-nao alvo foram obtidas em comparacido aquelas obtidas para a IL-8
radioiodada '21°.

O PF-4 liga-se a receptores expressos nos neutrofilos e mondcitos e é
denominado de agente neutralizante de heparina do organismo. O P483H é um
peptideo sintético que contém a regido de ligagdo da heparina ao PF-4
complexada a uma heparina e uma lisina para facilitar o rapido clareamento renal.
Este peptideo marcado com **™Tc tem sido estudado em pacientes para se
avaliar a aplicabilidade do mesmo como agente de imagem para detecgdo
cintilografica de infecgdo e inflamagdo e os resultados sédo favoraveis. Nenhum
efeito adverso sistémico foi observado, ou seja, a transiente neutropenia
observada com o IL-8 e fMLF nao é observada para o P482H. Porém em alguns
pacientes foi observada excessiva captagdo na tiredide, o que sugere a

; ot o : 5 99 12,15
instabilidade do composto in vivo com liberagao de **"Tc .
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i) Moléculas de adeséao

A selectina E é uma molécula de adesdo exclusivamente expressa na
superficie das células endoteliais ativadas com capacidade de ligagédo a
leucocitos. Anticorpos monoclonais anti-selectina E radiomarcados ou fragmentos
F(ab’), anti-selectina E tém sido utilizados com sucesso para imagem de artrite e
doenca inflamatéria crénica intestinal. Para prevenir a possibilidade de reagao
imunologica anti-murinica tém sido estudados fragmentos de anticorpos

desenvolvidos por bioengenharia '*7> 7,

j) Antibidticos radiomarcados

Nenhum dos agentes discutidos até aqui &€ capaz de diferenciar
infecgdo de inflamagdo, uma vez que, acumulam-se no foco devido a
caracteristicas comuns da infeccdo e inflamagdo '°. A discriminagdo entre
infeccdo bacteriana e inflamagao estéril é clinicamente relevante em algumas
situagdes. O primeiro radiofarmaco proposto para esta aplicacdo foi a
ciprofloxacina marcada com %™Tc. A ciprofloxacina, uma fluoroquinolona, & um
agente anti-microbiano que liga-se as enzimas DNA-topoisomerase IV e DNA-
girase presentes em varias bactérias em divisdo celular. Portanto, este agente
marcado com *™Tc teoricamente & capaz de discriminar entre infeccao e
inflamagao estéril '*7". Os primeiros estudos clinicos mostraram alta precisdo na
detecgdo de infecgdo bacteriana. Os resultado da eficacia da ciprofloxacina->*"Tc,
em 90 pacientes com suspeita de infecgdo revelaram sensibilidade de 70% e
especificidade de 93% e ainda como este agente ndo se acumula em medula
6ssea, poderia ser Util para avaliagéo de infeccdo em préteses ortopédicas'®™® 7
80_

Em outro estudo realizado com a ciprofloxacina-**"Tc utilizando-se um
modelo animal com prétese articular infectada, previamente validado, foi
verificado, assim como nos estudos clinicos, que a ciprofloxacina-*"Tc
apresentou boa sensibilidade para detecgdo de infecgdo na articulagéo protética,
com acumulo nos tecidos infectados préximos a protese. No entanto, também foi
observada significante captagao nas articulagdes nado infectadas, persistindo até
24 horas ap6s a infecgdo (imagens tardias ndo permitiram a diferenciagéo entre
articulagao protética infectada e nao infectada) 7. Tais dados s&o discordantes

daqueles obtidos nos estudos clinicos preliminares.
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Welling e colaboradores ' também observaram captagéo similar de
ciprofloxacina->"Tc em focos de infecgéo e lesdo inflamatéria estéril induzidos no
musculo da pata de camundongos. Tal acimulo inespecifico pode ser causado
pelo fato da ciprofloxacina, assim como outras fluorquinolonas, concentrar-se e

ser transportada por macréfagos, mondcitos e neutréfilos para a regiao inflamada
77

k) Peptideos Antimicrobianos (HNPs)

Os peptideos antimicrobianos sao produzidos pelos neutréfilos
humanos e ficam armazenados nos granulos dos mesmos '°. Geralmente contém
menos que 50 aminoacidos, carga positiva devido ao excesso de residuos
basicos como lisina e arginina e aproximadamente 50% de aminoacidos
hidrofébicos. Apesar dos peptideos antimicrobianos apresentarem diferentes
estruturas quimicas a base de sua atividade antimicrobiana esta relacionada a
interacdo do dominio catiénico do peptideo com a superficie do microrganismo
(carga negativa). Além da sua atividade antimicrobiana direta, estes apresentam
quimiotaxia por varios mondcitos e linfocitos 8. O HNP-1 foi marcado com *™Tc,
utilizando-se o método direto de redugao das pontes de dissulfeto e os estudos
biolégicos em camundongos com infecgdo mostraram que este agente liga-se
preferencialimente a bactéria do que aos leucécitos. Outros peptideos
antimicrobianos marcados com *™Tc tem sido avaliados '®%2, Os peptideos
sintéticos derivados da ubiquicidina humana sido uma classe promissora de
agentes cintilograficos uma vez que demonstraram diferenciar infeccdo de
inflamag&o estéril em diferentes animais de laboratério. Estes tragadores
detectam rapidamente infecgéo bacteriana (Gram positiva e Gram negativa) assim
como fungica e ainda ha uma correlagdo entre a quantidade de peptideo
acumulado no foco de infec¢do e o nimero de microrganismos viaveis presente.
Este fato sugere a possibilidade de utilizagdo destes agentes também para a
avaliagéo da eficacia da terapia antimicrobiana .

) Fltor-2- desoxi-D-glicose-'F (FDG-'%F)
A utilizagao de FDG-'®F tornou-se muito importante para diferenciagao

entre tumores malignos e benignos, determinagdo do estagio do tumor e

o ;- 15
avaliacéo da eficacia do tratamento ™.

COMISSAQ RACIOMAL DE ENEREIA NUCLEAR/SP-IPEN
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Sabe-se que ha aumento no metabolismo de glicose em tumores e a
FDG acumula-se quantitativamente em tumores malignos in vivo basicamente
devido a esse alto metabolismo nos mesmos. Entretanto, durante uma pesquisa
de tumor maligno com FDG, falsos positivos ocasionalmente podem ocorrer,
principalmente devido a processos infecciosos ou granulomatosos 8,

Em 1989 Tahara e colaboradores® demonstraram, pela primeira vez,
que ha uma grande captagdo de FDG em abcessos abdominais humanos. A FDG
acumula-se em varios processos inflamatorios e infecciosos e este acumulo esta
baseado no fato dos granulécitos e macréfagos usarem a glicose como fonte de
energia. Quando ativados por um processo inflamatério, o metabolismo destas
células e também a captacdo de FDG aumentam. A utilidade da FDG-'®F para

imagem de infecgdo foi demonstrada por varios estudos e apresenta sensibilidade

e especificidade superior a 90% 8% 8. 87.88

E especialmente bem sucedida para os casos de osteomielite uma vez
que a resolugdo espacial permite diferenciagdo entre osteomielite, espondilite
inflamatéria e infecgdo dos tecidos moles que circundam o osso ¥.

A alta resolucdo espacial e o rapido acimulo no foco sdo vantagens
significativas sobre a técnica convencional utilizando-se os leucécitos marcados.
Em contrapartida, o fato da captagcdo ocorrer em qualquer tipo de célula com
metabolismo de glicose aumentado é uma limitacdo para o uso da FDG-'F para
imagem de infecgédo, uma vez que restringe sua especificidade pois ndo consegue
distinguir entre tumor maligno e processo inflamatério '°.

Além disto, como o "®F & um emissor de pésitron de tempo de meia-
vida fisico bastante curto (109,7 minutos), o uso da FDG-'F esta restrito aos
servicos de medicina nuclear que possuam sistema PET (tomografia por emissao
de positron) de aquisicdo de imagem ou SPECT (tomografia computadorizada por
emissao de foéton unico) com detector de duas ou trés cabecgas e circuito de

coincidéncia, préximos do local de producéo do radiofarmaco.
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4. MATERIAIS E METODOS

O projeto foi desenvolvido na Divisdo de Pesquisa e Desenvolvimento
de Radiofarmacos (CRPD) do Centro de Radiofarmacia (CR), do Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN-CNEN/SP) que conta com laboratoérios
equipados para a realizagdo de sintese quimica, bem como das técnicas de
marcacdo e manipulacao de animais.

4.1. Materiais e Equipamentos

1. Agitador mecanico, Q-250.1, Quimis, Brasil;

2. Aparelho de vidro para a sintese quimica do ATE (FIG.6)

3. Sistema para obtengdo de baixa temperatura utilizado na sintese quimica do
ATE - desenhado e desenvolvido por Wagner Nieto do CR (FIG. 6)

4. Aparelho de vidro para purificagdo cromatografica, composto de coluna de
vidro de 2,5 cm de diametro interno por 40 cm de comprimento e balédo
reservatério de solvente de 500 mL;

5. Balanga analitica, M 220, Denver, EUA;

6. Bomba peristaltica, modelo P-3, Pharmacia, Suécia;

7. Camundongos Swiss, 20 — 30g, biotério IPEN-CNEN/SP.

8. Colunas para cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE): silica gel 60 (10
um; 4,6x250 mm) Lichrocart 250-4, Merck e fase reversa C-15 (300 A; 5 um;
4,6x150 mm) 218TP™, Dionex Vydac;

9. Contador de radiagdo gama automatico tipo pogo, com cristal Nal(Tl) modelo
D5002, cobrall, Packard-Camberra, EUA;

10. Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia - CG Instrumentos -dotado de detetor
UV modelo CG 435-B (CG Instrumentos, Brasil) e detetor de radiacdo (Berthold,
LB2040, Alemanha);

11. Cuba e fonte para eletroforese, EPS 301, Amersham Pharmacia Biotech,

Suécia;
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13.
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Evaporador rotatério, R-124 (Waterbath B-480), Biichi, Suica;
Camara para marcacdo tipo “glove-box” equipada com sistema de

despressurizacgao e instrumentos diversos, IPEN, Brasil;

14.
15.
16.
17.
18.

Espectrofotdmetro Shimadzu IR-470, Japéo, (FCF-USP);
Instrumentos cirtrgicos (tesouras, pingas);

Luz ultravioleta, 8 Wats, GE, Brasil;

Medidor de radioatividade — Curiémetro, CRC®-15R , Capintec, EUA;

Membrana filtrante hidrofébica e hidrofilica, 0,2 um de poro, 47 mm de

diametro, Millipore, Brasil;

19.
20.
21.
22.
23.
24.

Mini colunas compactadas, silica - Sep-Pak® classic — Waters, EUA,;
Mini colunas compactadas, Cis - Sep-Pak® classic — Waters, EUA,;
Nitrogénio gasoso, White Martins, Brasil;

Nitrogénio liquido, White Martins, Brasil;

Papel cromatografico Whatman 1 e 3MM, Whatman, Brasil;
Peptideo N-formil-norleucil-leucil-fenilalanil-norleucil-tirosil-lisina

(fNleLFNIeYK) — Sigma, EUA,

25.

Placas de silica gel-60 (20 x 20 cm) com e sem indicador de fluorescéncia,

Merck, Brasil;

26.

Reagentes e solventes (grau analitico e grau HPLC, respectivamente) Sigma-

Aldrich: acido m-bromo benzdico; cloreto tri-n-butil estanho; n-butil litio 1,6 M em

hexano; diciclohexilcarbodiimida (DCC); hexano; 4acido acético; t-
butilhidroperéxido (TBHP); N-hidrosuccinimida (NHS); tetrahidrofuran (THF);

etanol absoluto; dietil éter; NaOH; Na,SO, anidro; acetato de etila; cloroférmio

(CHCIs); cloroférmio deuterado; borato de sédio; fosfato de sédio; barbiturato de

sodio; silica gel 60; cloramina T; N-clorosuccinimida (NCS); acetonitrila; acido
trifluroacético (TFA); trietilamina (TEA).

27.

Solugdo de iodeto de sédio (iodo-131) Nordion, Canada, processada no

Centro de Radiofarmacia do IPEN-CNEN/SP.
28. Terebentina, Acrilex, Brasil;

29. Termdmetro com escala para -200°C, Incoterm, Brasil;

30. Vidraria em geral.
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4.2. Métodos

4.2.1. Sintese do grupo prostético - benzoato de 3-(tri-n-butilestanil) de N-

succinimidila (ATE)
O ATE foi sintetizado em 3 etapas (FIG. 5) a partir do acido m-bromo

benzbico como descrito por Zalutsky e colaboradores 2

T 1
C-OH C-OLi
2eq.n-BuLi/THF
—_—
-100°¢C
Ny (2
Br Li ( )
M l (n-Bu)3SnCl
0 '
'Cl-O-N C-O-Sn(n-Bu)3
NHS
-¢———
O Dcc
Sn(n-Bu)3 Sn(n-Bu)3

@ 3
FIGURA 5. Etapas da sintese do ATE

4.2.1.1. Sintese do intermediario - benzoato de 3-(tri-n-butilestanil) de tri-n-
butil estanho (3)

Utilizando-se um aparato de vidro proprio para a sintese, como
mostrado na FIG. 6, introduziu-se 1,25 g de &cido m-bromo benzoéico (1) a 35mL
de tetrahidrofurano (THF) sob agitagdo em atmosfera de nitrogénio. A temperatura
dessa solugdo foi reduzida para aproximadamente -100°C utilizando-se nitrogénio

liquido e banho de 6leo de silicone.
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hexano e o produto obtido foi introduzido na coluna sendo subsequentemente

eluido com uma mistura de hexano: acetato de etila (70:30).

As fragdes eluidas foram monitoradas por cromatografia em camada
delgada de silica gel (CCD-SG) com indicador de fluoréscencia, usando como
fase mével a mistura de hexano: acetato de etila (70:30) (volume total de 180 mL).
As fracdes com mesmo perfil cromatografico foram combinadas, o solvente
removido e analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
utilizando-se coluna de silica gel (10 um; 4,6x250 mm) e como fase moével a
mistura hexano: acetato de etila: acido acético 70:30:0,2 e fluxo de 1 mL por

minuto.

Ap6s a purificagdo obteve-se o intermediario benzoato de 3-(tri-n-butil
estanil) tri-n-butil estanho (3) na forma de um liquido claro.

4.2.1.2. Sintese do ATE - benzoato de 3-(tri-n-butilestanil) de N-succinimidila
(4)

A 1,4 g do intermediario estanil éster (3) obtido, adicionou-se 0,345 g
de N-hidroxisuccinimida (NHS) e 0,62 g de diciclohexilcarbodiimida (DCC). Essa
mistura foi mantida sob agitagdo em 20 mL de THF por 12 horas em temperatura

ambiente.

Apds esse periodo submeteu-se a filtracdo para remocdo de
diciclohexiluréia precipitada. A seguir, promoveu-se a purificagdo em coluna
cromatografica de silica gel 60, com as mesmas dimensdes descritas
anteriormente, utilizando-se como fase moével mistura hexano: acetato de etila
(90:10) (volume total de 450 mL) para a obtengdo do ATE (4). As fragbes de
purificacdo foram igualmente monitoradas com CCD-SG com indicador de

fluorescéncia, conforme descrito anteriormente.
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4.2.1.3. Analises fisico-quimicas

a- Espectroscopia na regiao do infravermelho (V)
Os espectros de IV foram registrados em espectrofotdmetro Shimadzu
IR-470 (FCF-USP), com as amostras na forma de um liquido oleoso, em filme.

b- Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)
Os espectros de RMN-'H foram obtidos no Espectrometro Bruker
modelo Advance DPX — 300 mHz (FCF-USP), utilizando-se cloroférmio deuterado
como padrao de referéncia interna.

c- Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
O produto final e o intermediario foram analisados por meio de CLAE,
com detetor UV (254 nm) utilizando-se coluna de silica gel (10 um; 4,6x250 mm) e
como fase mével mistura hexano: acetato de etila: acido acético 70:30:0,2 e fluxo
de 1 mL por minuto.

4.2.2. Radioiodacao do peptideo fNieLFNIeYK pelo método indireto
As etapas de marcacdo e purificagdo do peptideo fNleLFNIeYK com

radioiodo, utilizando-se o grupo prostético ATE radioiodado, encontram-se
esquematizadas na FIG. 7.

COMISSAO RACIONAL DE ENERGIA NUCLEAR/SP-PEN
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4.2.2.1 Marcagio do grupo prostético ATE com radioiodo
Foram preparadas 4 solu¢des padréao:
a. Na''l — solugdo em NaOH 10°M (pH 10 — 11) 740-1480 MBg/mL ou Nal 1M —
solugdo em NaOH 10 M (pH 10 - 11);
b. Acido acético glacial 1M em CHCl;;
c¢. TBHP 1M em CHCIl; em presenca de cristais de Na,SO4 anidro (remover
agua);
d. ATE 0,1M em CHCls.

Marcacao com iodo nao radioativo (Nal)

Em frasco de reacgao foram colocados 10 pL da solugdao d + 50 ul da
solugdo ¢ + 50 ul da solugéo b + 5 ul da solugéo a.

A mistura de reacdo foi agitada por 30 minutos em temperatura
ambiente.

A mistura de reacao foi avaliada utilizando-se CCD-SG com indicador
de fluorescéncia e mistura de hexano: acetato de etila (70:30) como fase mével e
CLAE utilizando-se detetor UV (254 nm) coluna de silica (10 um; 4,6 x 250 mm) e
mistura hexano: acetato de etila: acido acético (70:30:0,2) como fase movel,
conforme descrito por Garg e colaboradores 3. Também foi avaliado o perfil
cromatografico de CLAE utilizando-se coluna de fase reversa Cig (5 um; 4,6x150

mm) e como fase movel a mistura acetonitrila: TFA 0,1% 35:65 (v.v).

Marcagio com radioiodo (Na''l)
Em um frasco de reagéo foram colocados 10 pL da solugio d + 50 pl
da solucado ¢ + 50 uL da solugdo b + 5 ul da solugao a.

A mistura de reacdo foi agitada por 30 minutos em temperatura
ambiente.

Purificagdo do SIB em mini coluna compactada de silica

O ATE radioiodado (SIB) foi purificado em mini coluna compactada de
silica (Sep-Pak® silica classic), utilizando-se como solvente para eluicdo hexano
(40 mL), seguido de mistura hexano:acetato de etila 92:8 (25 mL) e mistura
hexano:acetato de etila 70:30 (16 mL), de modo a eliminar o excedente de ATE
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nao radioiodado que interfere de forma negativa no rendimento de acoplamento

do grupo prostético radioiodado a proteina 2.

Parametros estudados

v Agentes oxidantes: t-butil hidroperéxido (TBHP) nas concentragées
de 25 pumol, 50 umol e 100 pumol e N-cloro succinimida (NCS) nas
concentragdes de 2,5 umol, 5 umol, 10 pumol e 50 umol.

v" pH do meio reacional: faixa de 3-4 e de 5-5,5

v' Tempo de reagdo: 15, 30, 45 e 60 minutos.

Ressalta-se que, ao alterar um parametro para estudo, os demais
permaneceram constantes e de acordo com a reagao de marcacao com radioiodo

descrita anteriormente neste item.

Controle de qualidade da marcagao

A pureza radioquimica da marcagao foi determinada utilizando-se CCD
de silica gel, sem indicador de fluorescéncia, e mistura de hexano: acetato de etila
(70:30) como fase mével e CLAE utilizando-se coluna de silica (10 um; 4,6 x 250
mm) e mistura hexano: acetato de etila: acido acético (70:30:0,2) como fase
movel, conforme descrito por Garg e colaboradores >.

4.2.2.2. Conjugacao do peptideo fNleLFNIeYK ao SIB purificado

A fragdo de purificagdo hexano: acetato de etila (70:30) contendo o SIB
purificado foi levada a secura em corrente de N, (no frasco de reacio). Adicionou-
se o peptideo fNIeLFNIeYK (25 ng/ 5 pL DMF) e 5 pL de trietilamina (TEA) (para
obtengdo de pH 9). A mistura de reagdo permaneceu sob agitagdo em
temperatura ambiente por 15 minutos.

Controle de qualidade da conjugagao
O peptideo fNleLFNIeYK conjugado ao SIB foi analisado por CLAE,

utilizando-se coluna de fase reversa C1g (5 um; 4,6x150 mm) e como fase mével a
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mistura acetonitrila:TFA 0,1% 35:65 (v:v); fluxo de 0,5 mL/minuto, detetor de
radiacao e detetor UV (220nm).

4.2.2.3. Purificagio do peptideo fNIeLFNIeYK conjugado ao SIB em CLAE
A purificagdo foi realizada utilizando-se CLAE, coluna de fase reversa
Cis € como fase mével uma mistura acetonitrila: TFA 0,1% 35:65 e fluxo de

0,5 mL/minuto.

Foram coletadas 44 fragbes sendo que a primeira e segunda fragdes
foram coletadas a cada minuto. A partir do segundo minuto, as fragées foram
coletadas a cada 0,5 minuto até completar 16 minutos e depois as fragdes foram

novamente coletadas a cada minuto até completar 30 minutos de corrida.

As fragdes contendo o conjugado puro foram reunidas e procedeu-se a
purificacdo em mini coluna compactada C4s para remogao dos solventes da fase

mével utilizada na purificagdo em CLAE.

4.2.2.4. Purificagao do peptideo fNleLFNIeYK conjugado ao SIB em mini
coluna compactada Cqg

A mini coluna compactada C4s foi ativada com 5 mL de etanol 70%
seguido de 5 mL de agua destilada.

Apés ativagdo, a coluna foi carregada com as fragées contendo o
conjugado, oriundas da purificagdo em CLAE. Procedeu-se a eluicdo com dois
volumes de 5 mL de agua destilada, secou-se a coluna com corrente de ar e
depois eluiu-se com volumes de aproximadamente 250 uL de etanol absoluto (5 a
10 volumes).
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4.2.31 Procedimento de marcacdo usando cloramina T como agente
oxidante

O peptideo fNIeLFNIeYK (25 ug/ 5 uL DMF) foi adicionado ao frasco de
reacdo, seguido de 5 pL da solugéo de cloramina T (1 mg/mL de DMF) e 5 uL da
solugdo de Na''l em NaOH 10°M (3,7 — 7,4 MBq). A iodagdo procedeu-se por 10
minutos em temperatura ambiente, sob agitagdo, sendo finalizada pela adi¢éo de

5 uL de solugdo de metabissulfito de sédio (2mg/mL de H,O destilada).

Controle de qualidade da marcagao

A pureza radioquimica do marcado foi determinada por eletroforese
utilizando-se papel Whatman 1, tampéao barbital 0,05 M pH 8,6 e corrente de 295V
por 40 minutos e por CLAE utilizando-se coluna de fase reversa Cig (5 um;
4,6x150 mm) e mistura acetonitrila: TFA 0,1% 35:65 como fase mével, fluxo de 1
mL/minuto, detetor de radiag¢do e detetor UV (220 nm).

A purificagdo em CLAE do peptideo fNIeLFNIeYK radiociodado e
posteriormente em mini coluna compactada Cig foi realizada seguindo as

metodologias descritas nos itens 4.2.2.3 e 4.2.2.4, respectivamente.

4.2.4. Estudos de distribuigao biolégica

A biodistribuicdo do peptideo radioiodado por ambos os métodos foi
realizada em camundongos Swiss pesando entre 20-30 g, normais e com foco de
inflamagéao experimental.

Os animais com foco de inflamagdo foram obtidos promovendo-se
lesdo inflamatéria quimica pela inoculagdo de 0,1 mL de terebentina no
subcutaneo da coxa traseira direita, quatro a cinco dias antes da realizagdo dos
experimentos .

O estudo foi realizado utilizando-se método invasivo. Administrou-se a
dose do radiofarmaco (0,37 — 0,74 MBq/100 pL) na veia caudal dos animais (N=6

para cada tempo) e apés intervalos de tempos pré-fixados foi puncionada a veia
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do sinus orbital, com capilar de vidro heparinizado especial para a coleta de 100
ul de aliquota sangiiinea. Os animais foram imediatamente sacrificados para
retirada dos 6rgdos de interesse que foram pesados e colocados em tubos para
determinacédo da radioatividade incorporada, utilizando-se contador gama (tipo

31|, Para marcagao pelo método direto

poco), calibrado para o radionuclideo
foram avaliados os tempos de 1, 4 e 24 horas e para o método indireto foram

incluidos os tempos menores de 15 e 30 minutos.

Além da amostra sangiiinea, foram retirados os 6rgaos considerados
de interesse. Em camundongos normais retirou-se cérebro, tiredide, pulmao,
coragdo, bacgo, figado, estdbmago, musculo da coxa direita traseira, rins e
intestinos delgado e grosso com contelido. Ademais, foram extirpadas as patas
traseiras direta (coxa com foco inflamatério) e esquerda (coxa normal), nos

camundongos com foco inflamatoério.

A porcentagem de captacédo da atividade administrada nos diferentes
6rgéos foi calculada em fungéo da atividade administrada (equagées 1 e 2).

%Atividade/orgao = M -100 (equacao 1)
cpm padrdo
onde cpm = contagem por minuto
o o
%Atividade/grama de tecido = A)Dose{orfao (equacgdo 2)
peso orgao

4.2.4.1. Estudo da compatibilidade do radiofarmaco com as células
receptoras do foco inflamatério por meio da técnica de perfusao

Este estudo foi realizado com o peptideo marcado com "'l por via
direta e purificado, em animais com foco de inflamagao experimental provocado

pela injecao de terebentina na coxa traseira direita.
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Administrou-se o radiofarmaco na veia caudal dos animais (N=6) (0,37
- 0,74 MBq/100uL) e ap6s intervalo de tempo de 1 hora realizou-se a perfuséo
com solugao salina durante 1 hora, via inser¢ao no ventriculo esquerdo e saida no
apice da auricula direita. Apds a perfusao, foram retiradas as coxas direita (coxa
com foco de inflamagéo) e esquerda (coxa controle normal) para a determinagao
da radioatividade incorporada. A porcentagem de captacdo em ambas as coxas
foi calculada em funcao da atividade administrada.
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5. RESULTADOS

5.1. Sintese do ATE

O ATE sintetizado foi caracterizado por RMN-'H e IV. Na TAB. 1

apresentam-se os dados da caracterizagdo e rendimento obtidos.

TABELA 1. Dados da caracterizagado e rendimento do ATE sintetizado

RMN-"H v Rendimento (%)
(300 MHz; CDCl5)

Resultado 0,92 — 1,67 (m tipico, 1745 cm™; 1770
obtido 27H, 3x n-C4Hg); 2,90 (s, cm™' bandas de 12 sintese: 90,6%
4H, -CO-CH2-CH2-CO); absorcao das 3

7,44 (t, j=7Hz, C5-H); carbonilas 22 sintese: 90,8%
7,77 (d, J=7Hz, C4-H); (vibracao de
8,07 (d, J=7Hz, C6-H);  deformacao axial

8,20 (s, 1H, C2-H) de C=0)

A FIG. 9 representa a caracterizagdgo do ATE sintetizado, em
Ressonancia Nuclear Magnética de prétons (RMN-'H).
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C-O-N

O
AN
Sn(n-Bu)3

0,92 — 1,67 (m tipico, 27H, 3x n-C4He);
2,90 (s, 4H, -CO-CH2-CH2-CO); 7,44 (t, j=7Hz, C5-H);
7,77 (d, J=THz, Ca-H); 8,07 (d, J=THz, C6-H);
8,20 (s, 1H, C2-H)

—T T T

. T T T .
ppm 90 80 70 60 50 40 30 20 10

FIGURA 9. Espectro de RMN-'H (300 MHz; CDCl3) de 0 a 9 ppm do ATE
sintetizado. Obtido no Espectrometro Bruker modelo Advance DPX - 300 mHz
(FCF-USP), utilizando-se cloroférmio deuterado como padrdo de referéncia
interna.

Analisando-se o espectro de RMN-'H (300 MHz; CDCls) comprova-se a
obtengdo do ATE uma vez que se verifica a presenga: do multipleto tipico entre
0,92 e 1,67 ppm relacionado aos 27 prétons existentes no radical tri-butil estanho,
de um singleto em 2,9 ppm relacionado aos 4 prétons presentes na fungédo N-
succinimidila, de um tripleto em 7,44 relacionado ao proéton ligado ao C-5 do anel,
de um dupleto em 7,77 ppm relacionado ao préton ligado ao C-4 do anel, de um
dupleto em 8,07 relacionado ao préton ligado ao C-6 do anel e um singleto em
8,20 relacionado ao proton ligado ao C-2 do anel.
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Analisando-se o ATE por espectrometria no infravermetho (IV),
conforme apresentado na FIG.10 a seguir, verifica-se a presenga das bandas de
absorcéo das 3 carbonilas (vibragdo de deformagéo axial de C=0) ocorrendo em
1745 cm™ e 1770 cm™, que sugerem a formagéo do composto benzoato de 3-(tri-
n-butil estanil) N-succinimidila — ATE '

100.0

80.0 u/

606.0

40.0 h

1770

1745
20.0

2000.0 2000.0 1400.0 ' 800.0

FIGURA 10 - Espectro IV do ATE sintetizado. O espectro foi registrado em

espectrofotdbmetro Shimadzu IR-470 (FCF-USP), com a amostra na forma de um
liquido oleaso, em filme.

A FIG. 11 representa o perfil do ATE sintetizado em CLAE-UV na
coluna de silica, com tempo de retengdo de 5,75 minutos. A FIG. 12 ilustra o perfil

de CLAE-UV (fluxo de 0,5 mL/min.) na coluna C1g do mesmo ATE, com tempo de
retencao de 10,67 minutos.



FIGURA 11- Perfil de CLAE do ATE
sintetizado - detetor UV (254 nm).
Coluna de silica (10y; 4,6x250mm)
fase moével, hexano:acetato de etila:
acido acético 70:30:0,2 (v:vv);
fluxo: 1mL/minuto

Rt ATE = 5,75 minutos

........................

10.672

L

FIGURA 12- Perfil de CLAE do ATE
sintetizado - detetor UV (220 nm).
Coluna de fase reversa Cis;

fase moével, acetonitrila:TFA 0,1%
35:65 (viv);

fluxo de 0,5mL/minuto

Rt ATE = 10,67 minutos

5.2. Marcagao do grupo prostético ATE com radioiodo

68

Iniciou-se o0 estudo promovendo-se a marcagdo do ATE sintetizado
com iodo nao radioativo. Este estudo sugere, pela analise em CCD, a conversao
de ATE em SIB, pelo aparecimento de duas bandas com Rf 0,48 e 0,24 (conforme
descrito por Zalutsky?) que correspondem ao ATE e SIB, respectivamente.
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As FIG. 13 e 14 representam os perfis cromatogréficos nas colunas de

silica e C+s obtidos em CLAE, para o SIB preparado.

562

—‘ 103

FIGURA 13. Perfil de CLAE do SIB -
marcagdo com iodo n&o radioativo

Detetor UV (254 nm).

Coluna de silica (10u; 4,6x250mm)
fase movel, hexano:acetato de etila:

acido acético 70:30:0
fluxo: 1mL/minuto

1

2 (Viviv);

Rt SIB = 10,3 minutos

16 .72

J L

FIGURA 14. Perfil de CLAE do SIB -
marcagdo com iodo nao radioativo
Detetor UV (220 nm).

Coluna de fase reversa Cqg;

fase movel, acetonitrila:TFA 0,1%
35:65 (v:v);

fluxo de 0,5mL/minuto

Rt SIB = 16,72 minutos
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Quanto ao estudo dos parametros de marcacao do ATE com radioiodo,

a TAB. 2 apresenta os resultados de rendimento de SIB obtidos variando-se o pH
do meio reacional.

TABELA 2. Radioiodagao do ATE: influéncia do pH

pH % SIB

(x £ o)
3,0-40 745+59 N=5
50-5,5 695+42 N=5

Parametros fixos: concentragéo de TBHP 50 umol e tempo de reacéo de 30 minutos

Na TAB. 3 apresentam-se os resultados obtidos no estudo sobre a

influéncia da concentracdo do agente oxidante TBHP no rendimento de
marcacgao.

TABELA 3. Radioiodagao do ATE: influéncia da concentragdo de TBHP

Concentragao TBHP % SIB
(umol) (x + o)

25 70,9+1,0% N=7

50 744+27 % N=10

100 720+ 3,5% N=6

Parametros fixos: pH 3,0 — 4,0 e tempo de reagéo de 30 minutos

Outro parametro avaliado foi a influéncia do tempo de reagédo no
rendimento de marcagao. Na TAB. 4 estéo os resuitados obtidos.

TABELA 4. Radioiodagao do ATE: influéncia do tempo de reacgéo

Tempo de reagao % SIB
(minutos) (x £ o)

15 727+1.8% N=3

30 744 +27 % N=10

45 759+£52% N=3

60 748 +52 % N=3

Parametros fixos: concentragéo de TBHP 50 umol e pH 3,0 - 4,0
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A marcacéo do ATE utilizando-se TBHP (concentragéo de 50 umol) foi
avaliada por CLAE como mostrado na FIG.15 e observou-se o pico de Rt =10,4
minutos, referente ao SIB, além dos picos correspondentes a outras espécies

radioquimicas geradas.

0.392

— |

FIGURA 15 - Perfil radioativo de CLAE do SIB; agente oxidante TBHP (50 pmol).
Coluna de silica (10 um; 4,6 x 250 mm); fase mével, hexano:acetato de etila:acido
acético 70:30:0,2 (v :v :v); fluxo: TmL/minuto

Rt SIB = 10,392 minutos

Na analise em CLAE das marcagdes do ATE utilizando-se NCS como
agente oxidante, observou-se o pico correspondente ao SIB (Rt= 10,4 min.) e um
segundo pico radioativo (Rt= 8,4 min.) (FIG. 16), provavelmente relacionado a
iodacdo do agente oxidante NCS. Tal hipétese foi reforgada realizando-se as
marcagdes com NCS, porém excluindo-se do meio reacional o ATE, nas quais
observou-se somente o pico de Rt=8,4 minutos que parece corresponder ao

agente oxidante NCS radioiodado (FIG. 17).
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FIGURA 16- Perfil radioativo de CLAE FIGURA 17- Perfil radioativo de
do SIB; agente oxidante NCS 10 umol. CLAE do meio reacional sem o ATE;

Coluna de silica (10 um; 4,6 x 250 agente oxidante NCS 10 umol.

mm); fase mével, hexano:acetato de Coluna de silica (10 um; 4,6 x 250
etila: acido acético 70:30:0,2 (v :v :v); mm); fase mével, hexano:acetato de
fluxo de 1mL/minuto etila: acido acético 70:30:0,2 (v :v :v);
Rt SIB = 10,4 minutos fluxo de 1mL/minuto

Rt NCS radioiodado = 8,4 minutos Rt NCS radioiodado = 8,4 minutos

CORISSAQ NACIONAL DE EMERGIA NUCLEAR/SP-F el
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5. 3. Estudo da radioiodacdo do peptideo fNIeLFNIeYK pelo método indireto

5.3.1. Rendimento de marcagao do ATE apés purificagao em mini coluna

compactada de silica

Na TAB. 5 encontram-se os resultados obtidos na purificagéo do SIB

em mini coluna compactada de silica e o rendimento final obtido (A7).

TABELA 5. Rendimento (%) SIB purificado em mini coluna compactada de silica.

Ensaio Al A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7

(MBq) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 373 22,2 8,2 23,7 44 2 55 9,9 34,3
2 13,3 17,5 6,7 21,4 43,0 12,2 10,5 325
3 1406 151 4.3 171 55,8 6.4 8.8 46,8
4 2971 174 5,0 19,9 51,0 3,6 79 43 1
5 171,7 10,7 4,2 246 55,6 3,6 16,4 39,2
6 158 13,1 4.6 23,2 52,7 3,2 5,8 46,8

xto 404 + 5,6

Al= atividade inicial (MBqg); A1= % da atividade residual no frasco de marcagdo; A2= % da
atividade na fragdo de hexano; A3= % da atividade na fragdo mistura hexano: acetato de etila 8%;
Ad= % da atividade na fragdo mistura hexano: acetato de etila 30%; A5= % da atividade residual
na coluna compactada de silica; A6= % da atividade residual no frasco da fragéo 30%; A7= % da
atividade recuperada da fragdo 30% para conjugagao.

As analises de CLAE do SIB antes da purificacdo e das fragbes de

purificagéo do SIB (A3 e A4), estao representadas respectivamente nas FIG. 18,
19 e 20.
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FIGURA 18- Perfil radioativo de CLAE do SIB antes da purificagdo.
Coluna de fase reversa Cig; fase moével: acetonitrila:TFA 0,1% 35:65; fluxo de

0,5mL/minuto; detetor de radiacao

Na FIG. 18 o pico com Rt= 17,4 minutos corresponde ao SIB conforme

verificado pelo CLAE em coluna Css da marcacgdo realizada com Nal nao

radioativo (FIG. 14) e o pico de 11 minutos corresponde a uma impureza

radioquimica da marcacédo, nao identificada, diferente do radioiodo livre (Rt= 3

minutos).
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FIGURA 19- Perfil radioativo de CLAE da fragdo de eluicdo hexano: acetato de

etila 92:8. Coluna de fase reversa Cs; fase movel: acetonitrila:TFA 0,1% 35:65;
fluxo de 0,5mL/minuto; detetor de radiagao

Na FIG. 19 verifica-se que a impureza radioquimica com Rt = 11
minutos é removida na fragdo de purificacdo hexano: acetato de etila 8%. Uma
segunda impureza radioquimica com Rt = 7,3 minutos foi ainda identificada nesta

fragao que foi concentrada apés evaporagdo do solvente com nitrogénio gasoso,
para analise em CLAE.
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P 2= - PP

____________________________________

FIGURA 20- Perfil radioativo de CLAE da fragcao de eluicdo hexano: acetato de
etila 70:30. Coluna de fase reversa Cqg; fase mével. acetonitrila:TFA 0,1% 35:65;
fluxo de 0,5mL/minuto; detetor de radiagao

Na fracdo de eluicdo hexano: acetato de etila 30% obseva-se o produto
puro com Rt = 17,4 minutos (FIG. 20). Um segundo pico com Rt= 3,33 minutos
correspondente ao radioiodo livre pode ser observado nesta fragao de purificacio,
concentrada apés evaporagdo do solvente com nitrogénio gasoso, em quantidade

inferior a 3%.

5.3.2. Conjugacao do peptideo fNIeLFNIeYK ao SIB

A pureza radioquimica (CLAE) do conjugado antes da purificagéo foi de
77,7 £1,3 % (N=3).

A FIG. 21,a seguir, mostra o perfil de CLAE do peptideo fNleLFNIeYK

conjugado ao SIB antes da purificagao.
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FIGURA 21- Perfil de CLAE do peptideo fNleLFNIeYK conjugado ao SIB antes da
purificacdo. Coluna de fase reversa C1g; fase movel, acetonitrila:TFA 0,1% 35:65;
fluxo de 0,5mL/minuto; detetor de radiagdo (esquerda) e detetor UV (220nm)
(direita).

Detetor Radiagao Detetor UV

Rt peptideo fNleLFNIeYK conjugado ao Rt peptideo fNIleLFNIeYK que
SIB = 8,3 minutos nao reagiu com o SIB = 7,4
Rt iodo livre (**') = 3,3 minutos minutos

Observando-se o perfil cromatografico do peptideo fNleLFNIeYK
conjugado ao SIB antes da purificagdo (FIG. 21), verifica-se que o sistema de
CLAE estudado pode ser utilizado para separar o conjugado (Rt= 8,3 minutos) do
peptideo que n&o conjugou (Rt = 7,4 minutos) e do SIB que nao reagiu (Rt= 17,4

minutos).
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5.3.3. Rendimento de marcagio do fNIeLFNIeYK utilizando-se SIB apés

purificagao

Na TAB. 6 encontram-se os dados obtidos de rendimento (%) do

peptideo fNleLFNIeYK conjugado ao SIB purificado.

TABELA 6: Rendimento (%) do peptideo fNleLFNIeYK conjugado ao SIB
purificado

Ensaio Al A1 A2
(MBq) (%) (%)
1 86,9 30,98 28,08
2 67,3 30,03 27,61
3 74,0 29,5 23,25
Xto 30,17 £ 0,61 26,31 +2,17

Al = atividade inicial da conjugacéo; A1 = % da atividade do conjugado apds purificagdo em CLAE
(coluna C,g); A2 = % da atividade do conjugado apés purificagdo em mini coluna compactada Cqg

A pureza radioquimica do conjugado puro, avaliada por eletroforese, foi
de 99,25 + 0,68 % (N=4).

Avaliou-se a estabilidade do peptideo marcado por eletroforese e a
pureza radioguimica manteve-se praticamente -inalterada apé6s 24 horas, quando

acondicionado a 4°C.

5.3.4. Estudo da marcagcido do fNleLFNIeYK utilizando-se SIB sem
purificacao (mini coluna compactada de silica)

A FIG. 22 representa o perfil de CLAE da marcagdao do peptideo
fNleLFNIeYK por via indireta, utilizando-se SIB sem purificar.
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FIGURA 22 - Perfil radioativo de CLAE da marcagéo do peptideo fNieLFNIleYK
por via indireta, utilizando-se SIB sem purificar.

Coluna de fase reversa Cqs; fase movel, acetonitrila:TFA 0,1% 35:65; fluxo de
0,5mL/minuto.

Rt peptideo conjugado = 8,17 minutos

Rt impureza radioquimica = 11,33 minutos

Rt SIB = 17,67 minutos

5.4. Estudo da radioiodac¢do do peptideo fNleLFNleYK pelo método direto
A seguir na FIG. 23 esta representado o perfil de CLAE do peptideo
fNleLFNIeYK em solugéo de DMF.
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FIGURA 23 — Perfil de CLAE do peptideo fNleLLFNleYK em solu¢céo de DMF
Detetor UV (220 nm); coluna de fase reversa Cig, fase médvel, acetonitrila:TFA
0,1% 35:65;

fluxo de 1,0mL/minuto (Esquerda) fluxo de 0,5mL/minuto (Direita)

Rt peptideo = 4,69 minutos Rt peptideo = 7,7 minutos

O peptideo radioiodado por via direta utilizando-se cloraminaT como
agente oxidante foi obtido em um curto tempo de reagdo (10 minutos) e com alta

pureza radioquimica (96,8 + 0,84 %, N=6).

Foi avaliada a estabilidade do peptideo radioiodado por via direta por
eletroforese e 0 mesmo permaneceu estavel por 48 horas, acondicionado a 4°C.
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Na FIG. 24 é apresentado o perfil cromatogréafico (CLAE) do peptideo
radioiodado por via direta.

'é"'§"""""'"'""'""'"""""""

FIGURA 24 - Perfil radioativo de CLAE do peptideo marcado por via direta .

Coluna de fase reversa C1s; fase movel, acetonitrila: TFA 0,1% 35:65 (v:v); fluxo de
1,0mL/ minuto;

Rt iodo livre (**'1) = 1,7 minutos
Rt peptideo radiciodado = 8,3 minutos
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5.5. Estudo da distribui¢do biolégica do peptideo fNleLFNIleYK

5.5.1. Estudo da distribuigio biolégica do peptideo fNleLFNleYK marcado
pelo método direto

Na TAB. 7 é apresentado o resultado do estudo de distribuigdo
biolégica do peptideo radioiodado por via direta e nao purificado, utilizando-se
camundongos Swiss normais.

TABELA 7 - Porcentagem atividade/érgao do peptideo fNleLFNIleYK marcado pelo
método direto e nao purificado, administrado intravenosamente em camundongos
Swiss normais

Tempo % Atividade administrada/érgao

ORGAO 1 hora 4 horas 24 horas
Cérebro 0,19 £ 0,03 0,22 + 0,05 0,04 + 0,01
Tiredide 4,54 + 0,35 9,93+1,76 19,85 + 2,54
Pulmao 2,06 + 0,39 1,48 + 0,22 0,16 + 0,04

Coragéo 0,35+0,03 0,33 +0,07 0,04 +0,01
Bago 1,32+ 0,14 1,21+ 0,03 0,12 +0,03
Figado 12,46 + 1,58 5,08 £ 1,01 0,56 + 0,04
Estémago 5,34 £ 0,72 6,69 + 0,57 0,44 +0,19
Musculo total 18,07 £ 2,15 14,81 + 1,85 1,99 + 0,57
Rins 1,45 + 0,15 1,72+ 0,33 0,14 +0,06
Intestino delgado 7,82 +0,48 9,89+ 1,52 1,13+ 0,38
Intestino grosso 472 +0,65 6,57 + 0,61 1,84 + 0,44
Sangue total 11,56 + 1,36 10,92 + 2,01 1,03+ 0,43
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Na TAB. 8 é apresentado o resultado do estudo de distribuigao
biolégica (porcentagem atividade/grama) do peptideo radioiodado por via direta e

n&o purificado utilizando-se camundongos Swiss normais.

TABELA 8 - Porcentagem atividade/grama do peptideo fNieLFNIeYK marcado
pelo método direto e nao purificado, administrado intravenosamente em

camundongos Swiss normais

Tempo % Atividade administrada/grama

ORGAO 1 hora 4 horas 24 horas

Cérebro 0,48 £ 0,04 0,50 + 0,10 0,09 + 0,03
Tirebide - - -

Pulmao 6,66 + 0,85 5,89+1,43 0,49 £ 0,11
Coracéo 2,58+ 0,45 2,46 + 0,19 0,28+ 0,10
Baco 14,78 + 0,59 7,42 +0,86 1,56 + 0,47
Figado 10,28 + 0,84 4,49 + 0,88 0,43+ 0,06
Estdbmago 18,88 + 1,14 19,37 £ 1,11 1,47 £ 0,44
Musculo total 1,86 £+ 0,16 1,60+ 0,13 0,19+ 0,06
Rins 4,10+ 0,43 4,61+0,15 0,30 + 0,06
Intestino delgado 4,24 + 0,18 6,05+ 0,87 0,51+0,11
Intestino grosso 4,83 +£ 0,41 7,15+ 0,19 1,59 + 0,35
Sangue/mL 7,25+ 0,47 6,96 + 0,85 0,51+0,12

CORISSAQ NACIOMAL DE EMER&A«NUCLEAR/SP-IPEN
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Na TAB. 9 apresenta-se o resultado do estudo de distribui¢cdo biologica
do peptideo fNleLFNIeYK radioiodado por via direta e nao purificado utilizando-se
camundongos Swiss com foco de inflamagao experimental com terebentina na

coxa direita traseira.

TABELA 9 - Porcentagem atividade/érgao do peptideo marcado pelo método
direto e néo purificado, administrado intravenosamente em camundongos Swiss
com foco de inflamacgao na coxa direita traseira

Tempo % Atividade administrada/orgao

ORGAO 1 hora 4 horas 24 horas
Cérebro 0,20 £ 0,04 0,17 £ 0,05 0,08 + 0,02
Tiredide 2,29+ 0,27 8,06 + 2,16 19,51 £ 2,22
Pulmao 5,81+ 0,60 2,61+0,90 0,72+0,12
Coragéo 0,30+ 0,06 0,23 £ 0,04 0,094 + 0,05
Bago 2,38+ 0,46 0,99 £ 0,17 0,33+ 0,06
Figado 17,17 £ 0,85 6,00 + 0,85 1,22 + 0,12
Estdmago 3,87 +0,71 6,22 + 0,19 2,16 £ 0,29
Coxa direita 6,85 + 0,54 5,72 £ 0,47 2,48 + 0,67
Coxa esquerda 2,90 + 0,22 1,90 + 0,22 1,04 £ 0,23
Rins 1,98 £ 0,26 1,38+ 0,18 0,62 + 0,07
Intestino delgado 7,07 £ 0,96 5,87 £ 0,64 2,76 + 0,29
Intestino grosso 4,21+ 0,33 4,82 + 0,68 2,86 + 0,40
Sangue total 10,98 + 1,81 8,09 + 1,40 3,64+ 0,50
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Na TAB. 10 apresenta-se o resultado (% atividade/grama) do estudo de
distribuicao biolégica do peptideo fNIeLFNIeYK radioiodado por via direta e nao
purificado utilizando-se camundongos Swiss com foco de inflamag&o experimental

na coxa direita traseira.

TABELA 10 - Porcentagem atividade/grama do peptideo marcado pelo método
direto e néo purificado, administrado intravenosamente em camundongos Swiss
com foco de inflamagao na coxa direita traseira

Tempo % Atividade administrada/grama

ORGAO 1 hora 4 horas 24 horas

Cérebro 0,47 £0,10 0,47 £ 0,11 0,20 + 0,04
Tiredide - - -

Pulméao 18,35+ 1,10 9,98 + 1,92 2,44 + 0,27
Coragéo 2,47 + 0,32 1,68 £ 0,17 0,76 + 0,16
Baco 17,84 + 0,99 7,44 + 0,82 2,97 + 0,47
Figado 11,562 + 1,96 3,84 +0,65 1,16 + 0,24
Estémago 10,91 + 1,64 10,48 + 0,81 9,09 +0,74
Coxa direita 2,76 £ 0,46 2,563 +0,39 1,37 £ 0,31
Coxa esquerda 1,47 £ 0,20 1,41+ 0,21 0,76 + 0,13
Rins 4,63 +£0,75 3,61+042 1,55 £ 0,22
Intestino delgado 3,91+£0,36 3,30+0,28 1,96 £ 0,32
Intestino grosso 4,34 + 0,36 4,69 + 0,61 4,64 + 0,62
Sangue/mL 5,25+ 1,16 4,09 + 0,24 1,94 + 0,21

Para tentar avaliar a relagdo entre a captagdo no foco e o aporte

sanguineo a regiao inflamada, realizou-se a analise expressa na TAB. 11.
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TABELA 11. Anadlise da relagdo entre captacdo nas coxas inflamada e normal e
atividade circulante do peptideo marcado por via direta e ndo purificado

Relacao Tempos apds a administragio
% Atividade 1 hora 4 horas 24 horas
Coxa inflamada/coxa normal 2,4 3,0 2.4
Coxa inflamada/sangue 0,62 0,71 0,68
Coxa normal/sangue 0,26 0,23 0,28

Na TAB. 12 apresenta-se o resultado do estudo de distribuicao
biolégica do peptideo fNIeLFNIeYK radioiodado por via direta e purificado (CLAE
e mini coluna Cyg) utilizando-se camundongos Swiss com foco de inflamagéo na
coxa direita traseira.

TABELA 12 — Porcentagem atividade/6rgao do peptideo marcado pelo método
direto e purificado, administrado intravenosamente em camundongos Swiss com
foco de inflamagao na coxa direita traseira

Tempo % Atividade administrada/érgao

ORGAO 1 hora 4 horas 24 horas
Cérebro 0,12 + 0,02 0,07 + 0,01 0,06 + 0,01
Tiredide 1,49+ 0,15 4,78 +£ 0,41 11,96 + 1,48
Pulmao 0,90 + 0,21 0,86 + 0,14 0,38+0,13
Coracao 0,21 £ 0,05 0,17 £ 0,03 0,11 £ 0,04
Bago 0,27 + 0,05 0,24 + 0,07 0,14 £ 0,04
Figado 2,31+ 0,36 2,20+ 0,15 1,11+ 0,26
Estdmago 4,41+ 1,52 3,62 +1,40 1,36 £ 0,78
Coxa direita 4,88 £ 0,97 4,20 + 0,69 2,25+ 0,68
Coxa esquerda 2,06 +0,39 1,85+0,17 1,10 £ 0,47
Rins 1,38 £ 0,12 1,09+0,13 0,63+0,15
Intestino delgado 4,02 £ 0,50 4,25 + 0,53 3,26 +0,72
Intestino grosso 1,04 £ 0,15 1,02 £ 0,09 0,96 + 0,08
Sangue total 9,48 +0,18 9,13+ 0,77 3,63+1,69
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Na TAB. 13 apresenta-se o resultado (% atividade/grama) do estudo de
distribuicdo bioldgica do peptideo fNIeLFNIeYK radiciodado por via direta e
purificado (CLAE e mini coluna compactada Cig) utilizando-se camundongos

Swiss com foco de inflamacao na coxa direita traseira.

TABELA 13 — Porcentagem atividade/grama do peptideo marcado pelo método
direto e purificado, administrado intravenosamente em camundongos Swiss com
foco de inflamagéao na coxa direita traseira

Tempo % Atividade administrada/grama
ORGAO 1 hora 4 horas 24 horas

Cérebro 0,30 + 0,05 0,18 + 0,03 0,13 + 0,01

Tiredide - - -
Pulmao 2,59+ 0,38 2,45 £ 0,26 1,28 + 0,54
Coracao 1,34 + 0,20 1,11+ 0,22 0,71+ 0,28
Baco 1,56 £ 0,21 1,49 £ 0,24 0,80 £ 0,22
Figado 1,29 £ 0,23 1,28 £ 0,20 0,70+ 0,17
Estémago 14,33 + 2,20 8,26 +1,14 413 +1,24
Coxa direita 1,74 £ 0,24 1,68 £ 0,30 0,87 £ 0,28
Coxa esquerda 1,04 £ 0,21 0,98 +0,19 0,68 + 0,23
Rins 2,75+ 0,26 2,31+ 0,21 1,04 £ 0,23
Intestino delgado 1,83 +0,44 1,68 £ 0,47 1,41+ 0,563
Intestino grosso 1,35+ 0,14 1,19+ 0,13 0,93+0,44
Sangue/mL 3,77 £ 0,45 3,73+0,33 1,83 £ 0,48

Para tentar avaliar a relagdo entre a captagdo no foco e o aporte

sanguineo a regiao inflamada, realizou-se a analise expressa na TAB. 14.
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Para melhor definir a ligagdo do radiofarmaco aos receptores
localizados na regido inflamatoria, sobretudo, que caracterize a sua
especificidade, utilizou-se a técnica de perfusdo com solugéo salina 0,9% para
remogdo do sangue circulante da regido edemaciada como descrito no item
424.1.

Na TAB. 15 sdao comparados os resultados de captagdo, obtidos para
as coxas, ap6s uma hora da administragdo do peptideo marcado por via direta

purificado em animais sem perfusao e animais com perfusao.

TABELA 15. Andlise da captagdo nas coxas (inflamada e normal) do peptideo
marcado por via direta e purificado em animais sem perfusao e com perfusao.

% Dose/Orgéao

ORGAO Animais sem Animais com
perfusao perfusao
Coxa inflamada 4,88 + 0,97 2,92+0,76

Coxa normal 2,06 £ 0,39 1,37 £ 0,30
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5.5.2. Estudo da distribuicdo biolégica do peptideo fNleLFNIeYK radioiodado

pelo método indireto

Na TAB. 16 apresenta-se o resultado do estudo de distribuicdo

biolégica do peptideo radioiodado por via indireta e purificado, utilizando-se

camundongos Swiss normais.

TABELA 16. Porcentagem atividade/6rgao do peptideo fNleLFNIeYK radioiodado
por via indireta, administrado intravenosamente em camundongos Swiss normais

Tempo % Atividade administrada/Orgio
Orgdos 15 minutos 30 minutos 1 hora 4 horas 24 horas
Cérebro 0,07+0,02 0,03+0,03 0,01+0,003 0,003+ 0,002 0,001 + 0,000
Tiredide 0,03+0,01 0,04 +0,005 0,03+0,007 0,14+0,05 0,28+0,03
Pulmao 0,38+0,14 0,20+0,05 0,04+0,01 0,010,005 0,005+ 0,001
Coracao 0,12+ 0,04 0,047 +0,03 0,01+0,007 0,003+ 0,001 0,002 + 0,001
Bago 0,05+0,02 0,02+0,007 0,01+0,002 0,003+ 0,001 0,002 + 0,000
Figado 322+082 149+047 066+0,14 0,07+0,02 0,04 +0,008
Estémago 0,19+0,03 0,14+0,07 0,09+0,05 0,04+002 0,08+0,02
Musculo 536+1,97 2401099 082+040 043+0,19 0,09+0,02
Rins 442+219 157+090 0,40+0,23 0,03+0,02 0,020,008
Int. delgado 226+0,33 219+0,29 224+044 0,15+0,08 0,07 +0,005
Int. grosso 0,34+01 0,16+£0,07 0,19+0,13 0,48+0,12 0,06 +0,02
Sangue Total 450+1,87 214+091 1,19+0,21 0,18+0,09 0,06+0,02
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Na TAB. 17 apresenta-se os resultados (% atividade/grama) do estudo

de distribuicdo biologica do peptideo radioiodado por via indireta e purificado,

utilizando-se camundongos Swiss normais.

TABELA 17. Porcentagem atividade/grama do peptideo fNleLFNIeYK radioiodado
por via indireta, administrado intravenosamente em camundongos Swiss normais

Tempo % Atividade administrada/grama
Orgdos 15 minutos 30 minutos 1 hora 4 horas 24 horas
Cérebro 0,18+0,07 0,05+0,02 0,03+0,01 0,01+0,006 0,000+ 0,000
Tiredide - - - - -

Pulmao 1,86+059 060+0,20 0,14+0,07 0,03+0,01 0,02+0,007
Coracgao 0,88+0,23 035+0,11 0,11+0,07 0,02+0,006 0,010,005
Bago 046+0,15 022+0,08 0,08+0,02 0,03+0,008 0,020,006
Figado 223+0,12 1,26+0,05 043+008 0,06+0,01 0,030,005

Estdmago 086+0,19 056+0,08 036+015 0,19+0,06 0,35+0,02
Mdasculo 0,51+£0,19 0,22+0,09 0,10+0,007 0,04+0,02 0,08 +0,004
Rins 12,36 £4,56 4,57+1,22 1,33+045 0,10+0,06 0,050,006

Int. delgado 364+089 186+020 154+009 0,08+003 0,04+0,01

Int. grosso 146+0,30 0,23+0,07 0,30+006 052+0,38 0,10+0,04

Sangue/mL 364+089 134+041 062+008 0,12+0,05 0,04 +0,01
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Na TAB. 18 apresenta-se os resultados do estudo de distribuigéo

biolégica do peptideo radioiodado por via indireta purificado, utilizando-se

camundongos Swiss com foco de inflamagéo na coxa direita traseira.

TABELA 18. Porcentagem atividade/érgao do peptideo fNleLFNIeYK radioiodado
por via indireta, administrado intravenosamente em camundongos Swiss com foco
de inflamacgao na coxa direita traseira

Tempo % Atividade administrada/Orgao
Orgdos 15 minutos 30 minutos 1 hora 4 horas 24 horas

Cérebro 0,08+0,03 0,04+0,01 0,01+0,004 0,004 0,002 0,002+ 0,001

Tireoide 0,03+0,01 0,01+0,007 0,03+0,009 0,09+0,05 0,40 + 0,08
Pulmao 0,31+011 0,15+0,03 0,04+0,01 0,02+0,006 0,005z 0,001
Coragao 0,10+0,04 0,05+0,02 0,01+0,002 0,003+0,001 0,001+0,000
Bago 0,056+0,01 0,04+0,006 0,01+0,005 0,007 +0,002 0,002+ 0,000

Figado 229+019 157+0,19 060+0,17 0,20+0,09 0,06 + 0,04
Estdomago 0,11+004 0,19+0,04 0,08+0,03 0,07+0,02 0,02+0,008

Coxa Direita 224+034 109+0,10 057+0,10 0,17 +0,05 0,06 + 0,01
Coxa Esq. 077+011 0,32+0,07 0,16+0,05 0,04+0,004 0,03+0,008
Rins 258+082 153+062 028+0,13 061+0,12 0,013+0,007

Int. delgado 2,08+052 206+023 186020 0,13+0,04 0,09 + 0,05
Int.grosso 044014 029+006 0,10+0,03 0,07+0,02 0,04 +0,004

Sangue Total 328+1,02 166+045 0,59+003 0,16+0,04 0,09 £ 0,05
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Na TAB. 19 apresenta-se os resultados (% atividade/grama) do estudo

de distribuicdo bioldgica do peptideo radiociodado por via indireta e purificado,

utilizando-se camundongos Swiss com foco de inflamag&o na coxa direita traseira.

TABELA 19. Porcentagem atividade/grama do peptideo fNleLFNIeYK radioiodado
por via indireta, administrado intravenosamente em camundongos Swiss com foco
de inflamacao na coxa direita traseira

Tempo % Atividade administrada/grama
Orgédos 15 minutos 30 minutos 1 hora 4 horas 24 horas
Cérebro 0,177+0,04 0,08+0,02 0,02+0,008 0,01+0,005 0,000+ 0,000
Tiredide - - - - -

Pulmao 1,23+0,14 046+0,11 0,11+0,01 0,05+0,01 0,012+ 0,004
Coragao 063+027 037+008 0,06+0,01 0,02+0,005 0,01+0,000
Baco 0,38+005 0,16+0,04 0,05+0,006 0,03+0,005 0,010,000

Figado 161+012 093+013 032+0,05 0,11+0,05 0,03+0,01

Estémago 045011 063x0,17 0,29+0,07 0,26+0,056 0,07 +0,02
Coxa Direita 0,75+0,07 040+0,04 0,18+0,05 0,070,006 0,02+ 0,000
Coxa Esq. 043+006 0,17+0,07 0,08+0,02 0,02+0,004 0,010,005
Rins 6,75+290 212+043 1,11+0,07 0,47+0,13. 0,03+ 0,000
Int. delgado 1,26+0,18 1,16+0,14 095+0,13 0,09+0,02 0,02+ 0,000

Int.grosso 078+017 043+006 0,14+002 0,10+0,02 0,10+0,05
Sangue/mL 210+042 066+018 0,20+0,04 0,08+0,006 0,02+ 0,005

Para verificar se a ligagdo do peptideo marcado por via indireta ao foco

inflamatério possui especificidade ou se estd simplesmente relacionada ao

aumento do aporte sangiliineo a regido edemaciada, realizou-se a analise

expressa na TAB. 20.
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6. DISCUSSAO

O estudo da sintese do ATE concentrou-se nos aspectos necessarios
para a obtenc¢éo do produto com rendimento e pureza satisfatérios, ja que nao se
constituiu objeto deste trabalho promover modificagdes ou melhorias na sintese

do composto.

Para que a sintese ocorresse de maneira adequada, gerando o ATE
com rendimento e pureza satisfatérios, houve necessidade da realizagédo prévia
do doseamento do reagente Buli 1,6 M em hexano, de modo a garantir a
estequiometria da primeira etapa da sintese. Outro aspecto importante desta
primeira etapa foi a manutengdo da temperatura entre —95°C e —100°C durante a
adicao do reagente BuLi. Neste sentido, a utilizacao do banho de 6leo de silicone

e nitrogénio liquido foi determinante.

O ATE foi obtido com rendimento satisfatorio (90,7%) e sua
caracterizacéo foi realizada por meio de RMN-'H e IV, como apresentado nas
FIG. 9 e 10 respectivamente. Pozzi e colaboradores %2 realizaram a sintese do
ATE utilizando uma rota sintética diferente e obtiveram rendimento menor que o
obtido no presente trabalho (58%).

Ao marcar-se o ATE com iodo nao radioativo verificou-se a formagao
do SIB pelo aparecimento da banda com Rf 0,24 na CCD conforme descrito por
Zalutsky e Narula 2. Tanto o ATE quanto o SIB foram também avaliados por CLAE
(colunas de silica e Cig) para obtengdo dos perfis cromatograficos que
posteriormente auxiliaram nas etapas de purificagdo do SIB radioativo e
purificagdo do conjugado.
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Com relacao aos -parametros avaliados para a marca¢éo do ATE com
radioiodo (pH, concentragdo de TBHP e tempo de reagéo), foi aplicado o teste
estatistico Student t (P < 0,05) para avaliar a significancia das diferengas
observadas. A diferenca observada para o parametro pH foi significativa, ou seja,
utilizando-se pH entre 3-4 obtem-se melhor rendimento de marcagéo. Para
concentracdo de TBHP, a diferenca observada entre as concentracdes de 25
umol e 50 umol foi significativa, entretanto a diferenca entre 50 pymol e 100 pmol
nao foi significativa. Para o parametro tempo de reacgao as diferencas observadas

nao foram significativas.

Diante desta avaliacdo fixou-se como parametros Otimos para a
marcagao do ATE: pH entre 3-4; concentragao de TBHP de 50 umol e tempo de

reagdo de 30 minutos, assim como utilizado por Zalutsky e Narula 2.

A analise em CLAE da mistura de marcagdo do ATE com radioiodo
(figura 18) demonstrou a necessidade de purificagdo do SIB radiciodado, de modo
a eliminar impurezas radioquimicas presentes na marcagdo. O pico de Rt =11
minutos corresponde a uma impureza radioquimica, nio identificada, diferente do

radioiodo livre (Rt= 3minutos).

Conforme descrito por Zalutsky e Narula 2, a purificaggo em mini coluna
compactada de silica garante a eliminagdo quase por completo do ATE que nao
reagiu, nas fracdes de hexano e mistura hexano: acetato de etila (92:8). Ficando
na fragcdo hexano: acetato de etila (70:30) quantidade minima de ATE, reduzindo
desta forma a interferéncia do ATE durante a etapa de conjugacdo do SIB a
proteina.

Na figura 19 verifica-se que a impureza radioquimica com Rt = 11
minutos € removida na fragao de purificagdo hexano: acetato de etila (92:8). Uma
segunda impureza radioquimica com Rt = 7,3 minutos foi ainda identificada nesta

fracdo concentrada apés evaporagéo do solvente com nitrogénio gasoso.
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Na fragdo de eluigdo hexano: acetato de etila (70:30) obteve-se o SIB
purificado com Rt= 17,4 minutos em CLAE (FIG. 20). Um segundo pico com Rt=
3,33 minutos correspondente ao radioiodo livre foi observado nesta fragéo de
purificagéo, concentrada apds evaporagao do solvente com nitrogénio gasoso, em
quantidade inferior a 3%, o que demonstra a estabilidade do produto nesta fase

de purificagéo.

A atividade residual (A= 5,8 + 3,4%) na mini coluna compactada de
silica (TAB. 5) pode ser indicativa da presen¢ca de uma maior porcentagem de
iodo livre que ficou retida na mesma.

A purificagao do SIB em mini coluna compactada de silica eliminou de
maneira satisfatéria as impurezas radioquimicas presentes na marcagao do ATE,

conforme evidenciado na FIG. 20.

O rendimento obtido de SIB purificado, disponivel para conjugagéo,
(40,4 + 5,6) foi menor que o obtido por Zalutsky e Narula 2. Grande parte desta
perda foi devida a aderéncia do material radioativo aos frascos utilizados no

processo.

A necessidade de purificagdo do SIB radioiodado e o baixo rendimento
resultante das perdas de atividade no processo de purificagdo observados neste
trabalho ndo foram observados por Al-Jammaz e colaboradores *° que
descreveram a sintese do SIB a partir da meta-iodo benzil guanidina com pureza
radioquimica de 96 + 4% (N=6).

Também na formagdo do conjugado SIB-proteina observou-se a
necessidade de purificagdo (pureza radioquimica do conjugado antes da
purificagao 77,7 + 1,3 % ;N=3). Observando-se o perfil cromatografico do peptideo
fNIeLFNIeYK conjugado ao SIB antes da purificagao (FIG. 21), verifica-se que o
sistema cromatografico de CLAE estudado pode ser utilizado para separar o
conjugado (Rt= 8,3 minutos) do peptideo que n&o reagiu (Rt = 7,4 minutos) e do
SIB que nao reagiu (Rt= 17,4 minutos).
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O rendimento do conjugado puro foi baixo, evidenciando grande perda
durante o processo (TAB. 6). Acredita-se que a perda esteja relacionada a um
processo de aderéncia do composto a todo o sistema CLAE (“looping”, tubulagées
e coluna do equipamento) e ainda pelo fato do sistema utilizado ser analitico e

n&o ser apropriado para purificagao.

A pureza radioquimica do conjugado puro, avaliada por eletroforese, foi
de 99,25 + 0,68 % (N=4). O resultado indica que apesar do baixo rendimento, a
metodologia empregada na purificagdo do conjugado gera o radiofarmaco com

pureza radioquimica adequada a aplicacéo biologica.

O conjugado purificado apresentou-se estavel por pelo menos 24

horas, acondicionado em geladeira.

O peptideo foi também conjugado ao SIB nao purificado, em uma
tentativa de simplificar o procedimento e minimizar o tempo gasto. Este conjugado
foi avaliado por CLAE e o perfil (FIG. 22) mostrou varias espécies radioquimicas
formadas, sugerindo que se o SIB nao purificado fosse utilizado, o rendimento do
conjugado diminuiria e ainda haveria maior dificuldade na purificacdo devido as

inumeras espécies radioquimicas presentes em grande porcentagem.

Logo, a marcagio do peptideo por via indireta, utilizando-se ATE, deve
envolver obrigatoriamente a purificagdo do SIB bem como do conjugado sendo,
portanto, um procedimento bastante trabalhoso, porém factivel. O procedimento
apresentou como principais limitagdes o baixo rendimento e o tempo envolvido

relativamente grande, principaimente se comparado com o procedimento de
marcacao direta.

Diante dos resultados obtidos para a marcagao do peptideo por via
indireta, pode-se sugerir como alternativa para diminuigdo da perda no processo
de purificagdo em CLAE, bem como, do tempo gasto, que a purificagdo seja
realizada apenas em mini coluna compactada C1g, como descrito por Al-Jammaz



102

e colaboradores %. Entretanto, este estudo nao foi realizado no presente trabalho,

sendo portanto, uma suposicao.

O peptideo radioiodado por via direta, utilizando-se cloramina T como
agente oxidante, foi obtido em um curto tempo de reag&o, com alta pureza
radioquimica (96,8 * 0,84 %, N=6) ndo sendo necessaria purificagdo para
remocéo de iodo-131 livre. Este procedimento mostrou-se simples, facil, rapido e
gerou bom rendimento de marcacdo. O peptideo radioiodado por via direta
também apresentou boa estabilidade (48 horas, acondicionado em geladeira).

A analise em CLAE do peptideo radioiodado por via direta demonstrou
que nas condicbes ensaiadas o radiofarmaco pode ser facilmente purificado,
sempre que necessario, garantindo alta atividade especifica (FIG. 23 e 24). Para
marcagao por via direta também sugere-se que a purificagao poderia ser realizada
somente utilizando-se mini coluna compactada C4s, conforme descrito por Al-

Jammaz e colaboradores *°.

Os resultados dos estudos de distribuicdo biolégica demonstraram que
utilizando-se o método direto para radioiodagdo do peptideo fNIeLFNIeYK (sem
purificagado), a porcentagem da dose administrada presente na tiredide aumenta
no decorrer do tempo, de 4,54 + 0,35% em uma hora apés a administragdo para
19,85 * 2,54% em 24 horas para animais normais (TAB. 7) e de 2,29 + 0,27% em
uma hora apdés a administragdo para 19,51 + 2,22% em 24 horas para animais
com foco de inflamacéo (TAB. 9), o que indica a instabilidade do composto in vivo

devido a desalogenacgao.

A afinidade do radiofarmaco pelo local da inflamacao foi evidenciada
fazendo-se estudo comparativo entre as coxas inflamada e normal. Os dados
obtidos no experimento demonstraram que a radioatividade concentrada na coxa
inflamada foi significativamente superior durante todo o tempo de duragdo do
bioensaio (P<0,05 teste Student t).

COMISSAO MACIOMAL DE ENERGIA NUCLEAR/SP-IPER
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Ainda considerando-se os animais com foco de inflamacgéo, a captagao
em certos 6rgdos como puimao, figado e baco foram relativamente maiores que
as observadas nos animais normais (TAB. 7 e 9). Pode-se supor que em animais
com foco de inflamagao deva ocorrer efeito téxico da droga administrada para
promover a lesdo, causando alteragdes nos 6rgéos citados uma vez que em
situagbes patoléogicas ha a ativagdo do sistema imunolégico e fungées

fagocitarias.

A captagdo hepatica relativamente elevada observada nas tabelas 7 e
9 pode ser conseqiiéncia do transporte hepato-biliar do radiofarmaco. Visto que a
vesicula biliar encontra-se praticamente aderida na area central do figado, este
fato certamente contribui para a alta atividade concentrada no 6rgdo. A tentativa

de isolar a vesicula poderia levar a contaminag¢ao da cavidade abdominal.

Embora a atividade sanguinea esteja no nivel de =11% da dose
administrada em 60 minutos, em ambos os grupos (TAB. 7 e 9), no tempo de 4
horas essa concentragdo ndao se mostra reduzida o que permite supor a
existéncia de um processo metabodlico envolvido que estaria interferindo na

dindmica do radiofarmaco no organismo animal.

A excrecao do radiofarmaco parece ocorrer pelas duas vias de
elimagado, urinaria e fecal. Na primeira hora, provavelmente na forma de iodeto
(*"1) derivado da desalogenacao do composto radiomarcado e das impurezas
presentes na solugdo administrada. Esse mecanismo corrobora, de certa forma,
com a cinética do radionuclideo.

A hip6tese da presenga de impurezas radioquimicas na solugio
administrada pode ser verificada analisando-se o perfil da biodistribuicdo do
radiofarmaco e comparando-se os dados obtidos do peptideo radiomarcado por
via direta e purificado (TAB. 12) que, demonstra redugéo significativa da taxa de

captacao no figado, pulméo e bago.

Quando administrado em animais normais, o peptideo radioiodado por

via direta e nao purificado, apresentou rapido clareamento sanguineo e nos
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demais tecidos ndo alvo. Em animais com foco de inflamagéo, apesar da alta
captacdo na coxa inflamada (coxa direita) observada uma hora apés a
administragao (TAB. 9 e 10), a relagdo coxa inflamada/sangue permaneceu
praticamente inalterada nos tempos estudados (TAB.11). Estes resuitados
parecem sugerir que a captagdo na area inflamada poderia ser reflexo do fluxo
sanguineo. Resultados semelhantes foram observados para o peptideo marcado
por via direta e purificado em animais com foco.

A purificagdo (CLAE e mini coluna compactada Cig) do peptideo
marcado por via direta apresenta como beneficio a redugdo das captacbes
pulmonar e hepatica para niveis comparaveis ao do peptideo marcado por via
indireta purificado e reducdo da captacido em demais o6rgdos nao alvo,
principalmente no que tange a glandula tiredide que € um 6rgao de maior
afinidade do radioiodo.

Os resultados evidenciaram que utilizando-se o método direto de
marcacdo para radioiodagdo do peptideo fNIeLFNIeYK (purificado), a
porcentagem da dose administrada presente na tire6ide aumenta no decorrer do
tempo, de 1,49 + 0,15% em uma hora ap6s a administracdo para 11,96 + 1,48%
em 24 horas (TAB. 12), o que confirma a instabilidade do composto in vivo devido
a desalogenacao.

A captacéo do peptideo marcado por via direta e purificado na coxa
inflamada (coxa direita) foi significativamente maior que na coxa normal (coxa
esquerda), em todos os tempos avaliados (P<0,05 teste Student t).

Também neste caso, a relagdo coxa direita/sangue (TAB. 14)

praticamente inalterada nos tempos estudados, sugeriu que a captagdo na area

i3

inflamada poderia ser reflexo do fluxo sanguineo.

Para definir se a ligagdo do peptideo radioiodado ao foco seria
meramente um processo vascular, como inicialmente suposto, ou um mecanismo
de especificidade, realizou-se um estudo de biodistribuicdo no qual o peptideo
marcado por via direta e purificado seria administrado intravenosamente em um
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grupo de camundongos com lesao inflamatéria em uma das coxas e que, a outra
contraposta, serviria de controle. Apés o periodo programado o animal foi
perfundido com solugao salina 0,9% para esvair todo o sangue contido na
circulagao. Essa operagao permitiu estimar quanto do peptideo marcado foi,
realmente, captado na regido afetada e qual a contribuigdo da atividade vascular
(TAB. 15).

No caso dos animais com perfusdo, considerando-se a coxa esquerda
como residual e subtraindo-se este valor da captagao total obtida na coxa direita
(com foco de inflamagao) estimou-se como sendo valor de captacéo “real” 1,55%,
em média. Comparando-se com o valor médio obtido de 4,88% na coxa direita
(animais sem perfuséo) pode-se considerar que a captagcao no foco deve-se ndo
s6 ao aumento do aporte sanguineo na regido inflamada, mas, também a
especificidade do composto.

A velocidade de eliminagdo do composto radioiodado é um fator
preocupante em termos de dosimetria por causa do efeito citotdoxico. Nos
experimentos realizados, todos os grupos com processo inflamatério
apresentaram depurag&o mais lenta do organismo quando foi administrado
intravenosamente o peptideo marcado por via direta. Mesmo apoés a purificagao,
embora em menor escala, pode-se notar esse efeito. Esses dados observados em
alguns 6rgaos podem ser atribuidos como sendo conseqiiéncia da toxicidade da
substancia inoculada para obtengdo de animais portadores de processo

inflamatério.

Em relagdo a biodistribuicdo do peptideo marcado por via indireta,
observando-se os dados apresentados na TAB. 18, verifica-se que a captagédo na
coxa inflamada para todos os tempos foi significativamente maior (P < 0.05, teste
Student t) que da coxa normal, sugerindo a especificidade do composto pelo foco
de inflamacgao.

A andlise dos dados apresentados na TAB. 20 permite sugerir que o
composto marcado por via indireta, demonstrou maior afinidade do radiofarmaco

pela area afetada quando comparado com o peptideo marcado pelo método
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direto. Com o declinio da atividade circulante do local com o decorrer do tempo, a
regido da inflamagéo vai se definindo de maneira visivel e contrastante ap6s uma
hora da administragao da dose. A coxa normal serve como controle da
radioatividade vascular acumulada e a relagdo entre a coxa e o sangue
provavelmente poderia ser considerada como sendo a atividade localizada no
liquido intersticial da area edemaciada. A razéo coxa inflamada/ coxa normal
aumenta até o tempo de quatro horas com declinio nas 24 horas, certamente,
devido ao mecanismo de excre¢do do composto do local de afinidade que

apresenta diferente velocidade de eliminagao do sangue e do tecido muscular.

A estabilidade in vivo do peptideo radioiodado por via indireta foi
confirmada com a baixa captagdao do composto na tireéide para todos os tempos
estudados (TAB. 16 e 18), principalmente, se comparada com a captagédo obtida
quando da radioiodacéo do mesmo peptideo por via direta e nao purificado (TAB.
7 e 9) ou purificado (TAB. 12). Portanto, tornou-se evidente que a radioidagao por
via indireta, com a utilizacdo de grupo prostético nao fendlico, diminui a
desalogenagao do composto in vivo. Este fato também foi observado por Pozzi e

92 3

colaboradores ® que trabalharam com este

e Al-Jammaz e colaboradores
mesmo peptideo quimiotatico. Esse fato ja havia sido observado por outros

pesquisadores para marcacgao de outras proteinas 24%10-38:444593

Os estudos de distribuicdo biolégica do peptideo marcado por via
indireta e purificado ndo demonstraram a existéncia de captagéo significativa do
radiofarmaco nos 6rgédos essenciais nem no sistema renal excretério de onde

uma quantidade consideravel é preferencialmente eliminada em poucos minutos.

Por outro lado, ainda deve-se considerar a estrutura quimica do
composto gerado. A alteragao da distribuigcdo biolégica em fungdo da estrutura
quimica foi evidenciada neste trabalho, pelos estudos de distribuigdo biolégica
realizados com o0 mesmo peptideo marcado por via direta e indireta. Além disto,
comparando-se os resultados obtidos no presente estudo com os de outros
pesquisadores para este peptideo quimiotatico radioiodado por via indireta, pode-
se observar que a purificagdo do conjugado radioiodado, bem como a sua

estrutura quimica, parecem interferir na biodistribuicao do composto.
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Pozzi e colaboradores % trabalharam com o mesmo grupo prostético
(com o radioiodo na posi¢do meta ao radical) e apés a conjugagéo foi realizada
purificacdo em CLAE e também em mini coluna compactada Cis. Apesar da
similaridade entre os procedimentos de Pozzi e o aplicado no presente trabalho
os resultados de biodistribuicdo obtidos por Pozzi foram diferentes, com maior
captacédo (% dose/g) em todos os orgéos, principalmente no figado. Deve-se
considerar que a rota sintética utilizada por Pozzi para a obtencdo do ATE bem
como o sistema CLAE empregado na purificagdo do conjugado foram distintos.

Vaidyanathan e colaboradores %

realizaram a marcagdo deste
peptideo quimiotatico por via indireta com um grupo prostético semelhante,
diferindo no agente marcador e posigdao do mesmo (*®F no lugar do radioiodo na
posicao 4 ao radical). Este conjugado foi purificado em CLAE e os resultados de
biodistribuicdo foram semelhantes ao obtidos no presente trabalho (% dose/g em
animais normais) para o clareamento sanguineo e diferentes érgaos avaliados
exceto os rins. A maior captag¢éo renal pode ser relacionada a menor lipofilicidade
do composto radioiodado na posi¢do para quando comparado com o composto

radioiodado na posigao meta, conforme sugerido por Al-Jammaz e colaboradores
35

Al-Jammaz e colaboradores * trabalharam com um conjugado idéntico
ao avaliado no presente estudo, porém, purificado apenas em mini coluna
compactada Cqg. Os estudos de distribuigdo biolégica evidenciaram maior
captagdo (% dose/g) principalmente em pulmao e figado do que a obtida no
presente estudo. Esta alta captacdo chega a atingir niveis superiores aos
observados por Pozzi %, principalmente no pulméo (animais normais). O autor
sugere que a alta captacdo pode estar relacionada a grande quantidade de
peptideo injetado (purificagdo incapaz de retirar peptideo que nao reagiu) que
satura os receptores nos leucécitos resultando em biodistribuicio alterada. Esta
suposicdo & corroborada, pelo menos em parte, pelos resultados obtidos no
presente estudo, uma vez que, realizando-se a purificagdo do conjugado em
CLAE e mini coluna compactada C+s, Observou-se baixa captagao em 6rgéos

como figado e pulmao. A purificagdo em CLAE remove o excedente em massa do

peptideo que néo conjugou.
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Esta mesma avaliacdo em relagdo a purificagdo do composto e sua
respectiva biodistribuigdo também é corroborada pela baixa captagao em 6rgaos
como figado e pulméo do peptideo marcado por via direta e purificado (CLAE e
mini coluna compactada Cig) quando comparada com a captagédo do peptideo
marcado por via direta e ndo purificado.

2 marcaram o peptideo quimiotatico

Fischman e colaboradores
fNIeLFNleYK com '""In utilizando como quelante DTPA. Este composto
apresentou rapido clareamento sanguineo, baixa captacdo em 6rgaos nao alvo
com excegdo dos rins. Essa alta captacdo nos rins pode estar relacionada a

diminui¢ao da lipofilicidade gerada pela introdugéo do "In e do grupo quelante.

Analisando-se comparativamente a biodistribuicdo do peptideo
radioiodado por via direta e por via indireta, ambos purificados, verificou-se que
no peptideo marcado por via indireta o clareamento sanguineo € mais rapido que
o marcado por via direta. A causa aparente desta diferengca reside na menor
estabilidade in vivo do peptideo marcado por via direta, que sofre maior
desalogenagdo conforme observado pela captacdo na glandula tiredide e
estdmago, com liberacdo gradativa de '*'l. O radioiodo livre possui cinética de
distribuicao prépria e diferenciada do composto marcado.

Comparando-se a captagao no foco de inflamagao para os dois
meétodos de radioiodagao estudados (via direta e indireta), verifica-se que a
cinética € mais rapida na via indireta, porém a porcentagem de captagéo no foco
observada em 15 minutos apés a administragdo nao supera 2,5% sugerindo que
as imagens devam ser adquiridas em tempos curtos apdés a administragio da
dose. Entretanto, o produto obtido por via direta apresenta cinética mais lenta,
sugerindo que as imagens devam ser adquiridas entre 1-4 horas apés a
administragcdo, dependendo da area a ser investigada de modo a clarear a
captacdo em érgdos nao alvo (particularmente para a preparacéo nao purificada
em CLAE).
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Se por um lado o rapido clareamento sanguineo do peptideo marcado
por via indireta constituise em vantagem para o paciente, pois permite a
aquisicdo de imagem em tempos curtos apés a administragao, por outro lado,
este fato diminui a captagio no foco sugerindo a necessidade de utilizagao de
doses maiores. A baixa captagao resultante no foco inflamatério pode solicitar
doses maiores do peptideo radiomarcado, entretanto, o paciente provavelmente
estara protegido ja que o mecanismo de excre¢édo do produto é bastante rapido e

sem apresentar afinidade por nenhuma estrutura do organismo.

Pode-se sugerir também que o mecanismo de depuragéo acelerado do
peptideo marcado por via indireta, ou seja, cinética mais rapida possa estar
relacionada a via metabdlica diferente. Tal sugestao é feita baseando-se no fato
dos compostos gerados por via direta e indireta apresentarem estruturas quimicas
diferentes. Como discutido anteriormente o composto gerado por via direta parece
apresentar metabolismo hepatico e excregao intestinal e renal, jA o composto
obtido por via indireta parece nao apresentar metabolismo hepatico com excregao
renal, portanto, um composto mais hidrossoltvel. O préprio perfil de CLAE do
peptideo marcado por via direta e indireta, confirma a maior lipofilicidade do
marcado por via direta (FIG. 21 e 24).

A captagdo na coxa inflamada aparenta ndo ser exclusividade da
atividade sanguinea e muscular. Este fato ficou evidenciado pelos resultados
obtidos dos ensaios de biodistribuicdo do peptideo marcado por via direta e
purificado em animais apés a perfuséao.

O maior problema associado ao uso clinico deste peptideo quimiotatico
é o fato de poder promover uma transiente granulocitopenia. Este fato foi
observado em varias tentativas de utilizacdo de peptideos quimiotaticos
radiomarcados para imagem de inflamagadol/infecgao 2%’"72, No entanto, os
métodos utilizados para o preparo destes compostos, na ocasido, geravam
agentes com atividade especifica relativamente baixa, o que ocasionava a
utilizagéo de quantidades farmacolégicas de peptideo quimiotatico. Estas doses
demonstraram produzir uma transiente neutropenia. Com a evolugao das técnicas
de preparo dos radiofarmacos este potencial efeito adverso foi totalmente
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eliminado. A obtencdo de alta atividade especifica possibilita a realizacdo de
imagens com concentracdo de peptideo significativamente menor que a
concentracgao efetiva (ECsp) para resposta neutropénica. Com a utilizagao de um
composto purificado em CLAE a margem de seguranca pode ainda ser
aumentada. Entretanto, a purificagio em CLAE nao é conveniente para
preparacao rotineira de radiofarmacos para diagnéstico, principalmente devido ao

tempo que demanda '3 °.

Portanto, além da sugestdo de estudos mais aprofundados buscando
métodos alternativos para purificagdo que demandem menor tempo de
processamento e resultem em melhor rendimento final, aponta-se também a
necessidade de alta atividade especifica do radiofarmaco para eliminar a
possibilidade de indugédo de neutropenia.
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7. CONCLUSOES

O peptideo fNleLFNIeYK marcado com radioiodo tanto por via direta
como por via indireta, apresenta especificidade aparente pelo foco de inflamagao
desenvolvido no modelo animal experimental, mostrando-se Uteis para aplicagao
em diagnoéstico de focos de inflamagao/infecgdo, uma vez marcados com iodo-
123.

As diferencas observadas na cinética de distribuicdo dos dois métodos
de marcacgao, -particularmente no clareamento sanguineo, podem ser, em parte,
relacionadas a presenga de maior porcentagem de radioiodo livre no caso da

marcagao por via direta.

Por outro lado, nao se pode deixar de considerar que a incorporagao
do radioiodo na molécula de proteina, utilizando as duas vias resulta em
moléculas com estruturas quimicas distintas e que a relagcao entre estrutura
quimica e atividade biologica deve também ser considerada para andlise dos
resultados.

Para a proteina marcada pela via direta, a cinética mais lenta de
incorporacao no foco alvo e a captagdo em 6rgdos nao alvo, particularmente o
figado, sugerem, quando de uma aplicagdo clinica, a obtengdo de imagens no
intervalo de 1 a 4 horas apés a administragao da dose.

No caso da marcagéao por via indireta, o rapido clareamento sangiineo
obrigaria a aquisicdo de imagens em tempos bem mais curtos. Se tal fato
constitui-se, por um lado, em vantagem para o paciente, por outro lado, o rapido
clareamento sanguineo diminui, porcentualmente, a captacéo do radiofarmaco no
foco em comparagdo com a via direta, sugerindo a necessidade de utilizagao de

doses maiores do radiofarmaco.
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Apesar das dificuldades observadas em relagao a radioiodagéo por via
indireta, tais como, metodologia trabalhosa, longa e com baixos rendimentos, os
resultados biologicos sdo compensadores no que se refere a estabilidade do
radiofarmaco frente a desalogenagao in vivo. A metodologia de incorporagéo
indireta do radioiodo experimentada podera ser aplicada a produgéo de outras
moléculas marcadas, com patrticular interesse para radiofarmacos com finalidade
terapéutica para os quais a liberagdo do radioiodo in vivo pode representar doses

de captacdo incompativeis para a glandula tiredide e outros 6rgdos nao alvo.

A grande estabilidade in vivo da proteina radioiodada -por via indireta
justifica, inclusive, a realizagao futura de estudos mais aprofundados, buscando
métodos alternativos para purificagdo, que demandem menor tempo de

processamento e resultem em melhor rendimento final.
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