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AVALIAÇÃO IN VIVO E IN VITRO DO DOTA-LANREOTIDEO 

RADIOMARCADO C O M GÁLIO-67 

Eliane Bernardes Aldegheri 

R E S U M O 

Um dos ref inamentos em medicina nuclear, da atual geração, consiste na 

capacidade de prover imagens dinâmicas e cinéticas do radiofánuaco administrado, 

retratando f ielmente o seu mecanismo de transporte, sítios de ação, l igação a 

receptores, e a rota de excreção. Com o contínuo avanço tecnológico, novos 

radiofármacos têm sido desenvolvidos de forma a expressar maior especif icidade e, 

portanto, com maiores caracteres de afinidade receptores/complexo. Um 

radiofármaco é formado por reagente ou biomolécula que tem agregado à sua 

estrutura um radionuclídeo, cujo objetivo é direcioná-lo aos órgãos de afinidade ou a 

um processo tumoral benigno ou maligno. A somatostatina inibe o crescimento e a 

proliferação de várias células tumorais. Análogos da somatostatina se l igam aos 

receptores somatostát icos que se expressam em distintos t ipos de neoplasias. O 

DOTA-LANREOTIDEO (DOTALAN) é um octapeptideo cíclico análogo da 

somatostat ina. O interesse em marcar o bioconjugado com gálio-67 em medicina 

nuclear vem das propriedades físicas, químicas e biológicas do radionuclídeo. A lém 

das radiações gama (y), de grande valia no diagnóstico de focos de inf lamação e 

infecção, possui emissão de elétrons Auger (0,1-8keV) e elétrons de conversão 

(80-90keV), tornando-o um isótopo atrativo para radioterapia interna, se os vetores 

usados para conduzir o radionuclídeo até a célula tumoral são internalizados. O 

objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia de marcação do peptídeo 



DOTA-LANREOTIDEO com ®^Ga, ot imizando os parâmetros de marcação e 

detemriinando a metodologia do controle de qual idade. O aspecto inédito foi a 

comparação entre a marcação com o ®^Ga importado e nacional, na sua forma 

original e purif icada. A purif icação do ^''Ga foi essencial para alcançar rendimentos 

maiores que 90%. Os peptídeos bioconjugados radiomarcados devem estar livres de 

contaminantes metálicos, que possam competir no processo da marcação. O 

seguinte procedimento foi estabelecido após os parâmetros de marcação estudados: 

massa do peptídeo de lO^ig (6nmol), pH 5, volume final da reação de ITOfxL do 

marcado e uma atividade de ^^Ga de 222MBq (6mCi). O DOTALAN-^' 'Ga preservado 

à temperatura ambiente manteve-se inalterado durante 144horas (94,95 ± 0,63%) e 

uma boa estabil iade no plasma humano durante 24 horas (96,75 ± 1,06%), sustentou 

sua integridade. A distribuição biológica apresentou a predominância da excreção do 

radiofámaco pelo sistema renal e baixo acúmulo da radioatividade nos órgãos, em 

animais sadios. O longo tempo de residência do radiofármaco DOTALAN-^^Ga em 

tecidos de animais de experimentação, ricos em receptores de somatostat ina, está 

relacionado à internalização dos ligantes e conseqüentemente entrada na célula 

tumoral HT-29. 



THE IN VIVO A N D IN VITRO EVALUATION OF DOTA-LANREOTIDE 

R A D I O L A B E L L E D WITH GALL lUM-67 

Eliane Bernardes Aldegheri 

A B S T R A C T 

One of the ref inements of modern Nuclear Medicine is the capacity of providing 

dynamic and kinetics images of the administered radiopharmaceutical, reproducing its 

transport mechanism, action sites, receptor binding and excretion route. With the 

cont inues technological advances new radiopharmaceuticals have been developed in 

order to express higher specificity and with higher characters of affinity between 

receptor/complex. One radiopharmaceutical is formed by a reagent or biomolecule that 

has in its structure a radioisotope, that has the objectives of carrying it to the organs of 

affinity or to benign or malign tumoral process. Somatostat ine inhibits the growing and 

proliferation of several tumoral cells. Somatostat ine analogs bind to somatostat ic receptors 

that are expressed in different kind of neoplasies DOTA-LANREOTIDE (DOTALAN) is an 

octapeptide analog to somatostat ine. The interest of labeling the bioconjugate with 

gal l ium-67 in Nuclear Medicine comes from its physical, chemical and biological 

properties. Besides its gamma radiation, useful in the diagnosis of inflamation and 

infection focci, ^^Ga emits Auger electrons (0.1 - 8 keV) and conversion electrons (80 - 90 

keV), making it attractive to internal radiotherapy if the vectors used to lead the 



radionuclide to the tumoral cell are internalized. The objective of this work was to develope 

a methodology of labelling DOTA-LANREOTIDE with ^''Ga, optimizing the labelling 

variables and its quality control. The novelty aspect was the comparison between labeling 

with national and imported ^^Ga, in its original and purified forms. The purification of ®^Ga 

was essential to reach yields higher than 90%. The radiolabelled bioconjugate peptides 

must be free of metall ic contaminants that could compete in the labeling process. The 

following procedure was established after studying the labeling parameters: mass of 

peptide of 10 ^ig (6nmol), pH5, final reaction volume of 170^L of the labelled and ^^Ga 

activity of 222 MBq (6mCi). DOTALAN-^^Ga was stable for 144 hours (94,95 ± 0.63%) at 

room temperature, and when incubated in human plasm the stability lasted for 24 hours 

(96.75 ± 1.06%). The biological distribution showed a predominant excretion of the 

radiopharmaceutical by the kidney system and accumulat ion in the organs in healthy 

animals. The long residence t ime of DOTALAN-^^Ga in the t issues of animals, rich in 

somatostat ine receptors, is related to the internalisation of the l igands and subsequent ly 

entrance in the tumoral cell HT-29. 
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1 . INTRODUÇÃO 

Um dos ref inamentos e m medicina nuclear, da atual geração, consiste 

na capacidade de prover imagens dinâmicas e cinéticas do radiofármaco 

administrado, retratando f ie lmente o seu mecanismo de transporte, sítios de ação, 

l igação a receptores, e a rota de excreção. 

Um radiofármaco é formado por complexo de reagente ou biomolécula 

que tem agregado a sua estrutura um radionuclídeo, cujo objetivo é direcioná-lo a 

órgãos de afinidade ou a um processo tumoral benigno ou maligno. 

Os radiofármacos com f inal idades diagnósticas, uti l izados na obtenção 

de imagens, com auxílio de tomograf ia computador izada por emissão de fóton 

único - SPECT {Single Plioton Emission Computed Tomograph"), devem ser, 

preferencialmente emissores de radiação gama,de energia entre 100-300 keV e 

com tempo de meia vida (T1/2) relat ivamente curto (horas a poucos dias). São 

exemplos de radioisótopos util izados e m radiofármacos para diagnóstico o 

Tecnécio-99m (^^"'Tc), lodo-123 (^^^1), Gálio-67 (^^Ga), Tál io-201 (^°^TI), 

índio-111 (^^^In), entre outros \ 

Já os radiofármacos dest inados à terapia de tumores mal ignos, devem 

possuir radiação p' associado a uma energia relat ivamente alta e com tempo de 

meia vida (T1/2) maior, uti l izando-se radionuclídeos tais como: lodo-131 (^^^1), 

Samário-153 (^^^Sm), Rênio-166 (^^^Re), entre outros ^. O ^^Ga também pode 

ser apl icado à terapia de tumores apresentando emissão de elétrons Auger (0,1-8 

keV) e elétrons de conversão (80-90keV) de baixa energia. 
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Os radionuclídeos emissores de pósitrons (partículas p""), como Flúor-

18 C^F), Carbono-11 (11C), Nitrogênio-13 (^^N), Oxigênio-15 (^^O), Gálio-68 

(^^Ga), entre outros, p romovem imagens por meio de tomograf ia de emissão de 

pósitrons - PET {Pósitrons Emission Tomograptiy) ^. 

Em 1975, Kohler e Milstein^ desenvolveram a técnica do hibr idoma 

(fusão celular) para a produção de anticorpos monoclonais com um alto grau de 

pureza, especif ic idade além de mais reativos. Como provêm de um único 

conglomerado celular, são quimicamente homogêneos e de aprox imadamente 

150000 daltons (ou 150000 u.m.a). Por ação enzimática podem ser f ragmentados 

em unidades menores, porém , preservando a sua propr iedade biológica ativa. 

Os radiofármacos preparados a partir de anticorpos monoclonais 

surgiram, com o sucesso do advento do radioimunoensaio, no qual um dos 

componentes, antígeno ou anticorpo marcado serve como radiotraçador. 

Na Medicina Nuclear diagnóstica, essas biomoléculas marcadas com 

radioelementos compatíveis com a sua estrutura, fornecem subsídios importantes 

nas investigações de diversas doenças e na terapia por irradiação. 

Em vista da sua especif ic idade e diversidade, esses radiofármacos 

demonstraram ser agentes promissores para uma var iedade de desordens sejam 

elas, benignas ou mal ignas sendo a imunocinti lografia classif icada como 

provável instrumento de diagnóst ico na oncologia clínica. 

Em 1993, a FDA {Food and Drug Administration - USA) aprovou o 

primeiro anticorpo monoclonal murino (rato) para diagnóstico do câncer 

reincidente de ovário e coloretal (OncoScint, 1992). Subseqüentemente, mais três 

produtos foram l iberados e util izados para diagnósticos. Entretanto, anos de 

pesquisa têm demonst rado a ocorrência de efeitos adversos à saúde pelo uso 

sucessivo desses radiofármacos, como reações decorrentes da imunogenic idade. 

A lém de apresentar lenta depuração sangüínea, o que requer aos pacientes 

espera em dias para a obtenção das imagens cinti lográficas '̂ ^. 
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Bruce Merrifield descreveu, na década de sessenta a setenta, a síntese 

de peptídeos radiomarcados; entretanto, o interesse para o emprego diagnóstico 

e terapia foi somente há uma década atrás ^ ''. 

O termo peptídeo é convencionalmente usado para se referir a 

moléculas com menos de 50 aminoácidos, ou cerca de 5500 daltons e m peso 

molecular, enquanto que as proteínas são constituídas por mais de 100 

aminoácidos ^' ^. Os peptídeos pequenos se referem a menos de 30 aminoácidos 

ou cerca de 3500 daltons em peso molecular ^. 

Esses pequenos peptídeos podem ser classif icados como sendo 

altamente lipofílicos ou hidrofíl icos e o efeito farmacocinét ico deve corresponder a 

sua característica física. 

Os f ragmentos de peptídeos e de anticorpos apresentam certas 

vantagens em comparação a forma íntegra, tais como, depuração sangüínea mais 

rápida permit indo melhor definição e m relação ao órgão de interesse^. Os 

peptídeos solicitam técnicas menos sofist icadas de preparo e um custo mais 

acessível quando equiparado aos anticorpos 

Recentemente, o peptídeo tem sido identif icado pela alta af inidade às 

células tumorais que expressam nas suas membranas plasmáticas uma grande 

quant idade de receptores de proteínas. Em adição, há mais de 850 peptídeos 

endógenos bem caracterizados , dos quais um peptídeo efetivo ou seu análogo 

pode ser escolhido para uma futura aplicação^^. O sucesso dependerá da relação 

de captação tumor/não tumor, da depuração, da biodistribuição, assim como da 

radiotoxicidade relacionada com os agentes terapêuticos. 

Para estudos de receptores, a relação quelante / metal , Luy e 

Katzenel lenbogem (2002)^^ desenvolveram métodos para marcarção de 

biomoléculas (peptídeos e proteínas) com metais, cujos perfis dos isótopos 

obedecem às seguintes característ icas: a) l igação com alta estabi l idade cinética; 

b) ter sítio de quelação identif icável por espectroscopia; e c) possuir propr iedade 

bifuncional que permita o seu acoplamento a uma var iedade de biomoléculas. 
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Muitos peptídeos endógenos têm uma meia vida biológica muito curta, 

inviabil izando o seu emprego como radiofármacos terapêut icos e diagnósticos. 

Isto é usualmente devido à rápida proteólise na circulação, o qual tem um 

caminho para ajustar a influência in vivo destes agentes, por exemplo a 

somatostatina^'* • 

A somatostat ina natural foi descoberta no f inal da década de 1960. É 

um peptídeo cíclico com 14 aminoácidos que age como neurotransmissor ou 

como hormônio dependendo do sítio de ação e do t ipo de célula alvo. Possui um 

papel regulatóho no trato gastrointestinal e sistema pancreático. Inibe a secreção 

glandular, a contrati l idade do músculo liso e a função de células imunes at ivadas. 

A somatostat ina inibe o crescimento e a prol i feração de várias células 

t u m o r a i s . P e l a razão das células tumorais expressarem um grande número de 

receptores somatostát icos tornou-se um instrumento básico para o uso do 

bioconjugado radiomarcado na localização in vivo de tumores endócr inos 

A somatostat ina natural é susceptível a degradação enzimática rápida 

(a meia vida biológica no sangue é 2 a 4 minutos), por isto, inapropriada para 

apl icação in vivo. Foram desenvolv idos análogos sintéticos da somatostat ina 

estáveis: octreotideo [(D)Phe-Cys-Phe-(D)Trp-Lys-Thr-Cys-Thr(ol)]; vapreot ideo-^ 

[(D)Phe-Cys-Tyr-(D)Trp-Lys-Val-Cys-Trp-NH2], lanreotideo -> (D)pNal-Cys-Tyr-

(D)Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH2 e outros ^ \ 

Os análogos da somatostat ina se ligam aos receptores somatostát icos 

que se expressam em distintos t ipos de neoplasias. Após esta etapa uma fração 

destes complexos se internaliza. Os receptores de somatostat ina humanos são 

expressos e m 5 subtipos (SST i , SST2, SST3, SST4 e S S T 5 ) , parcialmente 

caracterizados A recente c lonagem de vários genes receptores de 

somatostat ina tem ampl iado o conhecimento da estrutura e a função destes 

receptores 
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Os receptores de somatostat ina (SST) são expressos na maioria dos 

tumores neuroendócr inos e em neuroblastomas, carc inoma medular de t ireóide, 

próstata, feocromoci tomas e pequenas células de pulmão, peptídeos intestinais 

entre vários outros, como adenocarc inomas, l infomas, astrocitomas, gl ioblastos e 

meningiomas Tumores de mama expressam receptores de calcitonina ^ \ 

O ^^^In-DTPA-Octreotideo conhecido comercia lmente como 

OctreoScan®, e lanreotideo sao octapeptídeos cíclicos análogos da 

somatostat ina. No octreot ideo a substi tuição da feni lalanina na posição 3 (Phe^) 

pela posição t irosina (Tyr) permitem aumento na hidrofi l icidade, conhecido na 

forma abreviada de TOO [(Tyr) octreotideo D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Cys-Thr(ol)] 

22 

O OctreoScan® foi o primeiro peptídeo usado para imagens de 

pacientes com tumores que apresentam receptores de somatostat ina (SSTR) , 

após serem radiomarcados com o ^^^In 

Pequenas modif icações estruturais dos análogos da somatostat ina, 

incluindo a introdução de um metal na estrutura quelante, podem afetar as 

propriedades de l igação dos análogos aos vários subt ipos SST de receptores. 

1.1. Agentes quelantes bifuncionais para o ^^Ga 

Muitas biomoléculas não podem se ligar d i retamente aos radioisótopos, 

sendo necessária a uti l ização de agentes quelantes que sirvam de l igação entre 

a molécula e o radioisótopo. Pr imeiramente, eles são conjugados com a molécula, 

e ambos devem estar protegidos para que a conjugação ocorra no local adequado 

da molécula e que, outros sítios estejam disponíveis para a l igação com o 

radioisótopo. 

Os três sítios principais são os grupos amino da lisina, tiol da cisteína e 

a carboxila da cadeia lateral. Após a conjugação é necessário passar por uma 

etapa de puri f icação para remover o quelante livre antes da adição do 

radioisótopo '«^a.so 



20 

Alguns radioisótopos como ^ " i n , ^°Y, ^^Ga só conseguem complexar 

com as proteínas por meio de agentes bifuncionais 

Vár ios quelantes para o ^''Ga têm sido desenvolvidos. Suas 

propriedades biológicas dependem da estrutura, carga e lipofil icidade dos 

complexos formados. Quelantes bifuncionais do gálio têm tido uso l imitado na 

marcação de anticorpos^'^. 

O primeiro agente bifuncional foi o ácido pol iaminocarboxíl ico 

introduzido por Sundberg e Meares Os ácidos pol iaminocarboxíl icos são ácido 

dieti lenotriamino pentacético (DTPA) e o ácido et i lenodiamino tetracético (EDTA). 

Estes compostos de ácidos policarboxíl icos tem sido muito usados e m 

radiofarmácia e fo rmam quelantes estáveis com ^^^In e outros metais tr ivalentes 

como ^^Ga e ^^Y. 

Porém, em alguns estudos real izados por Hnatowich com e 

anticorpos monoclonais conjugados com DTPA pelo método da anidrina, a 

quelação resultou em toxicidade hematopoiét ica in vivo e o ^°Y se desl igou do 

complexo e foi absorvido pelo esqueleto. 

Outros agentes quelantes surgiram no final da década de 90 que são 

os compostos macrocícl icos conhecidos como NOTA, DOTA e TETA^°' ^ \ 

O composto macrocícl ico DOTA (ác ido l ,4,7,10- tetraazacic lododecano-

1,4,7,10-tetracético) é um agente quelante bifuncional, uti l izado como 

intermediário na l igação de moléculas, como radioisótopos emissores de fótons, 

exemplo, ^^^In e ^'^Ga, radioisótopos emissores de pósitrons, exemplos: ^^Ga, ^®Y 

e ^'^Cu ou o ^°Y emissor de partícula beta 

O DOTA tem sido conjugado com vários peptídeos^^: Phe^-octreotideo 

(DOTAOG), Phe^-Tyr^-octreotideo (DOTATOC), (D)pNaP-lanreot ideo (DOTALAN), 

(D) Phe^-vapreotideo (DOTAVAP), como apresentado na FIG 1. 



21 

" 1 1 
T n s - ^ j — C p « 

f«00«C C O D M 

DOTA^-flD)Pt39'''Oc:tracvtlf29 í D O T A O c J 

{ L - J ^ j T n n ^ e — í i * Tr j - ;.pa 

N Q O C <CX>04<i 

DOTA*-(D)Pltie''-Tyir*-octreotití« <DOTATOC) 

c : a í I 
H J -n i— Cp B V » L^m 

DOTA°-(0 )Kflal^-octraotfda fDOTALan) 

c : " I I 
^ 1̂  I >j •"• ' jT wp C > • Vbõ t -Y • 

DOTA '>-p>Phe'-vap<re<)rtl<le (DOTAVap) 

M O 
O M > — O M f í W l í W - - C p * — T > » — * . r * 

FIGURA 1 - estrutura dos análogos da somatotat ina 
conjugados com o agente quelante bifuncional DOTA 
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O lanreotideo é um octapept ideo cíclico análogo da somatostat ina, que 

se liga aos receptores somatostát icos com alta af inidade. O DOTA conjugado ao 

lanreotideo (DOTA-LANREOTIDEO) não interfere com a ligação ao receptor, 

assim a afinidade de l igação aos receptores de somatostat ina permanece ^. O 

DOTALAN reconhece os receptores somatostát icos e se liga a uma var iedade de 

tumores humanos in vitro 

O DOTALAN liga-se a todos os receptores de somatostat ina (hsst): 

alta af inidade aos receptores do subtipo 2, 3, 4 e 5 (hsst2.5) e baixa af inidade ao 

subt ipo l (hsst i) l igando-se a um amplo range de células tumorais. 

O bioconjugado apresenta longo tempo de residência biológica, 

permit indo sua internalização nas células que expressam receptores de 

somatostat ina. O peptídeo apresenta um clareamento sanguíneo rápido, baixa 

retenção renal e aumento no f ígado quando comparado a outros ligantes 

octapetídeos, como o 111 ln-DTPA-D-Phe1-0CT, refletindo a natureza mais 

lipofílica do DOTALAN. 

O DOTALAN conhecido como MAURITIUS (Multicenter Analysis of 

Universal Receptor and imaging and Treatment Init iative: a European Study) 

é um ligante receptor de somatostat ina. Sua fórmula molecular é descrita como 

CyoHgsNíõOirSae seu peso é de 1482,73g. 

O DOTALAN foi sintetizado em três etapas, segundo Smith-Jones e 

col, 1999 2^: 

1. Proteção do grupo amino-s do Lanreotideo com o uso do reagente (B0C2O) 

para produzir o s-Boc Lanreotide; 

2. Conjugação do DOTA e e-Boc Lanreot ideo, usando carvão at ivado com 

dextran/ soro humano (DCC/ NHS); 

3. Desproteção do Boc com o ácido trif luoracético (TFA) para formar o peptídeo 

conjugado DOTALAN. 
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FIGURA 2- Síntese do DOTALANREOTIDEO 

IVloíéculas baseadas em leves modif icações do octreotideo, tais como a 

substituição de Thr (ol) por apenas Thr deram origem ao octreotate, que tem sido 

estudado conjugado tanto ao agente bifuncional DTPA como ao DOTA para 

marcação com e ^''Ga, mostrando-se mais efetivo na visual ização de tumores 

do que o OctreoScan^^. 
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O DOTA-Tyr-Octreot ideo-^ ' 'Ga tem sido sugerido recentemente como 

uma alternativa ao Octreoscan^^. O DOTATOC modif icado com o agente quelante 

foi complexado com os radiometais ^^Ga^", ^^^In^* e ^"Y^"^ com alta at ividade 

específ ica. Estes três radiopeptídeos apresentaram alta estabi l idade no soro 

humano, e alta af inidade aos receptores de somatostat ina 

O DOTATOC radiomarcado como ^^Ga apresentou maior captação no 

tumor e baixa captação nos rins em modelos animais, quando comparados com 

outros bioconjugados radiomarcados, assim como ^^^In-DTPA-Octreotide, 

^ " I n -DOTATOC e ^°Y-DOTATOC26 27 ,39 

A escolha do DOTALAN para marcação com ^''Ga aparentou ser uma 

proposição interessante para suprir as deficiências citadas em razão das 

propriedades físicas, químicas e biológicas. A lém das radiações gama (y), de 

grande valia no diagnóst ico de focos de inf lamação e infecção, possui emissão de 

elétrons Auger (0,1-8 keV) e elétrons de conversão (80-90 keV), tornando-o um 

isótopo atrativo para radioterapia interna, se os vetores usados para conduzir o 

radionuclídeo até a célula tumoral são internalizados . 

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia de 

marcação do peptídeo DOTALAN com ^^Ga, ot imizando os parâmetros de 

marcação e determinando a metodologia do controle de qual idade. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2 . 1 . GÁLIO 

2 .1 .1 . PROPRIEDADES NUCLEARES E QUÍMICAS 

O gálio é um metal do grupo IIIA da tabela periódica e apresenta três 

elétrons na últ ima camada. O gálio e lementar é um sólido com ponto de fusão 

baixo (30°C)*°. Em meio aquoso, pode existir nos diferentes estados de oxidação 

como + 1 , +2 e +3, sendo este últ imo o mais estável. Em pH neutro, seus sais 

mais comuns são insolúveis e se est iverem na forma iónica (Ga""^) quando 

adicionados à água, hidrol isam-se faci lmente. Para que sejam estabi l izados, são 

complexados a ligantes como citrato. 

A meia vida física do ®^Ga é 3,26 dias e radiação gama seguida de 

reações de captura eletrônica tornando-se favorável como traçador. O estado de 

oxidação é Ga (III), a química de coordenação semelhante ao Fe (III), alta carga e 

pequeno raio iónico (0,62A), classif icando-o como ácido forte de Lewis '* '̂ '* '̂ 

portanto, com predominancias pelas bases fortes, tais como, oxigênio e nitrogênio 

para coordenação. Em solução aquosa, o íon Ga (III) hidratado é estável somente 

em condições ácidas. O ^^Ga livre de carregador pode existir em solução em pH 

fisiológico sem precipitação de Ga ( 0 H ) 3 . 

Existem três radionuclídeos de gálio com característ icas de 

decaimento adequados para obtenção de imagens cinti lográficas: emissores 

gama e de pósitrons, apropriados para radiodiagnóstico e para terapia mediada 

por receptores. 
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O ^^Ga é um emissor de pósitrons com meia vida de 67,6 minutos 

(decaimento 8 9 % p*) que pode ser obtido do gerador de germânio-68 (^^Ge) ou 

diretamente por ciclotrón 

O ^^Ga é também um emissor de pósitrons de meia vida de 9,5 horas, 

já foi util izado na rotina médica, em função da sua meia vida intermediária. É 

processado no ciclotrón e emite positrón com uma abundância de 56% e energia 

de 1,7 MeV ^^ '^^ 

O ^''Ga é o produto da reação ^®Zn (p, 2n), desenvolvido em ciclotrón, e 

está disponível comercia lmente na forma de cloreto ou de citrato. Tem uma meia 

vida de 78,3 horas e decai por captura eletrônica emit indo três raios gama 

principais de 93keV (38%), 185keV (24%) e 300keV (16%) e tendo como produto 

f inal de decaimento o ^' 'Zn. É usado em cintilografia planar e tomograf ia por 

emissão de fóton único (SPECT) '*^. 

Na forma de citrato de ^^Ga, é um importante radiofármaco em 

medicina nuclear para a detecção e localização de tumores e processos 

inflamatorios Quando administrado intravenosamente l iga-se a transferrina do 

sangue e subseqüentemente é transportado para o tecido tumoral ou focos 

inflamatorios, e m razão do aumento da permeabi l idade vascular"*^' 

Acredita-se que o isótopo do Ga apresenta um transporte mediado por 

transferrina, lactoferrina (LF), ferrit ina e proteínas sideróforas e o mecanismo 

envolvido seja, provavelmente o de deslocar a transferr ina. Esta proteína está 

presente nos granulos secundár ios dos leucocitos pol imorfonucleados e é expulsa 

quando ocorre um ataque bacter iano. A lactoferrina presente no foco pode se ligar 

a receptores LF nos monóci tos ou macrófagos e seguir até a ferritina intracelular, 

a qual tem grande af inidade pelo Ga. Os microrganismos patogênicos presentes 

num abscesso purulento são provavelmente o fator mais importante para o 

acúmulo do Ga, devido a sua avidez pelo metal. Acredi ta-se que as proteínas 
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sideróforas estejam envolvidas nesta captura, uma vez que são sintetizadas e 

secretadas por bactérias que seqüestram o ferro (Fe""^). As proteínas sideróforas 

são moléculas pequenas (500-1000 Da) que apresentam extrema af inidade pelo 

íon Fe""^, conseqüentemente pelo ^^Ga. Em função da similaridade, o gálio é 

capturado para o interior dos microrganismos por meio de um mecanismo de 

saturação e energía dependente"*^. 

Sabe-se que a química do gálio é semelhante a do Fe (III), sendo que a 

maior di ferença entre o Ga e o Fe (III) é a inabil idade da redução do gálio "in 

vivo", enquanto o Fe (III) pode faci lmente ser reduzido e interagir. O gálio f ica 

ligado às proteínas, que transportam o ferro (Fe III). Esta diferença explica e m 

grande parte porque a despeito de outras semelhanças físicas o compor tamento 

biológico do gálio e do Fe (III) di ferem 

No esquema da distribuição biológica, o citrato de ^^Ga, em condição 

fisiológica, mostra af inidade pelo s istema hepato-intestinal e estrutura óssea e 

sendo excretado parcialmente, pelas vías renais e trato-gastrointestinal nas 

primeiras 24 horas após a injeção da dose. Esse mecanismo cinético do traçador 

compromete a sua especif ic idade, apesar da sua concentração e m focos 

infecciosos, inf lamatorios e em tumores benignos ou malignos'*®. 

Esse padrão que limita o emprego do citrato de ^'^Ga têm incentivado 

vários pesquisadores a projetar novos radiofármacos, cuja especif ic idade permita 

classificá-los dependendo do quadro de patogenicidade. 

2.1.2. H ISTÓRICO 

Dudiey e Maddox após a obtenção de lactato de " G a de baixa 

atividade específ ica injetaram e m seres humanos com tumores ósseos avançados 

e concluíram que o poder de concentração nas lesões era 20 vezes maior quando 

comparados com tecidos normais. 
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Bruner e colaboradores (1953)'*^, demonstraram que o uso do isótopo 

de ^''Ga poderia ser melhor que o isótopo de " G a , em função curta da meia vida 

de 14 horas e a disponibi l idade com baixa atividade específ ica. Os autores 

uti l izaram ^^Ga, que apresentava U/2 de 78,3 horas, livre de carregadores. 

Contudo, equipamentos dessa época não possuíam suportes suf ic ientemente 

qual i f icados para obter imagens de boa resolução para estudos clínicos com este 

radioisótopo. 

Em 1955, a Comissão de Energia Nuclear dos Estados Unidos aprovou 

a comercial ização do radionuclídeo e dos reagentes der ivados da marcação pelos 

laboratórios especial izados e m âmbito mundial . Quando, seguindo a evolução, 

Gruverman e Kruger ^° desenvolveram métodos para processamento de vários 

radioisótopos em ciclotrón, dentre eles o ®^Ga. 

Hartman e Hayes^^ defenderam a teoria de que o citrato de gálio-67 era 

um agente de imagem óssea. Para comprovar este fato os pesquisadores 

estudaram a influência do carregador de gálio, e concluíram que o depósito do 

radionuclídeo na estrutura estava diretamente relacionado à saturação no plasma. 

A comprovação foi elaborada com o citrato de ^^Ga livre de carregador. 

Durante as investigações, os autores descobr iram acidentalmente a af inidade do 

radionuclídeo pelos tumores de tecidos moles. Esta descoberta acidental em 

1969, possibil i tou criar uma nova era na história do ^'^Ga, tornando-a uma das 

principais ferramentas de investigação na Medicina Nuclear, ganhando reputação 

como agente de localização da desordem em tecidos moles. 

O desenvolv imento de um gerador ^^Ge/^^Ga, no final da década de 60, 

reacendeu o interesse no Ga para a localização de tumor ósseo. Porém, logo foi 

descartado, em função da toxicidade na quant idade de carregador de gálio que na 

época era adic ionado para a separação do ^^Ge '*°. 
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No início dos anos 70, ressurge o ^''Ga com suas característ icas 

ajustadas para obtenção imagens de tumores ó s s e o s F i n a l m e n t e , poucos anos 

depois, em processos inflamatórios^^. 

Em 1971 , Brown desenvolveu e testou um método de separação 

química por técnica de extração por solventes para a obtenção de ^''Ga de alta 

pureza química, e reduzindo o tempo de processamento. 

Outras formas de complexos marcados com ^^Ga foram util izadas 

como o cloreto de ^^Ga, et i lenodiaminotetracetato de gálio (EDTA-Ga), 

et i lenodiaminotetrameti leno fosfafato de gálio (EDTMP-Ga) , embora não tão 

comum como o citrato de ^' 'Ga. 

Anter iormente ao período de 2002 o ®^Ga era disponibi l izado por 

importação (Nordion-Canada) e a sua distribuição feita pelo Centro de 

Radiofarmácia do IPEN/CNEN-SP a f im de atender a demanda semanal de 

800 mCi e com crescimento médio de 6 % ao ano. 

Atualmente, devido ao programa de nacional ização da produção de 

radiofármacos implantado no Instituto com a f inal idade de afirmar a capacidade 

tecnológica do Brasil na área nuclear e atender a demanda do mercado nacional 

e m radiofármacos, foi adquir ido um novo ciclotrón de 30 MeV de prótons 

dest inado à produção de '^f, ^^Ga, ^̂ ^1 e ^^^Tl. 
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3. OBJETIVOS 

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia de 

marcação do peptídeo DOTA-LANREOTIDEO com ^^Ga, ot imizando os 

parâmetros de marcação e determinando a metodologia do controle de qual idade. 

O aspecto inédito foi a marcação com o ^^Ga na sua forma original e 

purif icada aver iguando o efeito deletério que pode ser causado pelos 

contaminantes metál icos presentes na solução de gálio no desenvolv imento de 

marcação do DOTALAN. 

Foi ainda importante estudar a biodistr ibuição e a interação do 

radiofármaco DOTALAN-^'^Ga com receptores tumorais. 
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4. MATERIAIS E M É T O D O S 

4 . 1 . MATERIAIS 

4 .1 .1 . REAGENTES 

- Acetato de amónio, p.a., Merck, EUA; 

- Acetato de sódio, p.a.. Sigma, EUA; 

^ Acetonitr i la, grau de pureza de 99,9 %, Carlo Erba e Mall inckrodt; 

- Ác ido acético glacial, grau de pureza p.a., Merck;, EUA; 

- Ácido clorídrico fumegante 3 7 % (HCI), grau de pureza p.a., Merck, 

EUA; 

- Ác ido et i lenodiamino tetra acético (EDTA) sal dissódico, grau de 

pureza p.a., Micro-Bioquimica; 

^ Ác ido gentísico. S igma, EUA; 

- Ácido trif luoracético, grau de pureza p.a., Merck, EUA; 

- Cloreto de sódio, Merck, EUA; 

- Éter diisopropíl ico, grau de pureza p.a., Merck; EUA; 

Fosfato di-sódico anidro, grau de pureza p.a., Carlo Erba,EUA; 

- Fosfato monohidratado, grau de pureza p.a.. Nuclear, Brasil; 

- Glicina, Sigma, EUA; 

- Heparina sódica (Liquemine) 50000UI/5mL, Roche, Brasil; 

- Hidróxido de sódio, grau de pureza p.a., Merck, EUA; 

- Meio F12K, Gibco, EUA; 

Meio RPMI 1640, Culti lab, Campinas/SP; 

- Metanol (MeOH), grau de pureza p.a., Merck, EUA; 

- Nitrogênio gasoso.Whi te Martins, Brasil; 

- Padrões de Zinco (Zn), Ferro (Fe), Cobre (Cu) e Níquel (Ni)-

A S S U R A N C E - cal ibrados a partir de 1000mg/L ou lOOOppm. 

- Peptídeo DOTA-LANREOTIDE (DOTALAN)- DOTA (D)pNal-Cys-

Tyr-(D)Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH2 [P ICHEM- Austr ia ]; 
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- Resina Chel lex-100 (100-200mesh), Bio-Rad; 

- Solução de cloreto de gálio-67 (^^GaCb) - produzida no Centro de 

Aceleradores (CAC) do IPEN-CNEN, Brasil; 

- Solução de cloreto de gálio-67 (^^GaCIs) - MDS Nordian, Canadá, 

processada no Centro de Radiofarmácia; 

- Soro a lbúmina bovina (SAB), Sigma, EUA; 

- Soro fetal bovino, Culti lab, Brasil; 

- Uretana, grau de pureza p.a., Merck, Brasil. 

4.1.2. EQUIPAMENTOS 

- Agitador de tubos Vortex, V W R - Scientif ic, Brasi l ; 

- Cromatógrafo líquido de alta eficiência (CLAE), composto pelos 

seguintes módulos: 

o Detector UV/visível ( lâmpada D2), modelo CG-435-B 

Instrumentos Científ icos CG Ltda - Brasil 

o Injetor manual e bomba de solventes, modelo CG-480-C, 

Instrumentos Científ icos CG Ltda - Brasil 

o Integrador modelo C-R4A Chromatopac, Shimadzu, EUA e o 

detetor de radiação t ipo poço, modelo Nuclear Spectrometer LB 

2040, Berthold - A lemanha 

o Estabi l izador de vol tagem. Instrumentos Científ icos CG Ltda -

Brasil; Aparelho espectrofotômetro na região do ultravioleta (UV) 

visível, modelo DMS-80, Perkin Elmer, A lemanha; 

- Balança analít ica, modelo M-220, Denver Instruments, EUA; 

- Calibrador de doses modelo CRM™-35R, com câmara de ionização 

modelo CRC®, Carpintee, EUA; 

- Centrí fuga, Hitachi, modelo Himac CF7D2, Japão; 

- Contador automát ico tipo poço, com cristal Nal (TI), modelo E5002, 

cobra II, auto-gamma, A. Packard, Gamberra, EUA; 

- Capela com sistema de exaustão, Equipamentos para Laboratório 

Ltda, BRASLAB, Brasil; 

- Espectrofotômetro de absorção atômica, modelo Z-5300-HITACHI-

Japão; 
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- Micropipetas: 5,0 - 10,0 i^L; 10,0 - 100,0 |xL; Gi lson, EUA e 

100,0 - 1000,0 [iL, Brand, Brasil; 

Sistema purif icador de água Ellix, acoplado a um sistema de 

purif icação Milli-Q, Mill ipore, EUA; 

- Ultrafreezer (temperatura de - 7 0 °G), modelo A8513USA, Revoo 

Scientif ic Inc. ( W W R Scientif ic), Ashevi l le, N.C., EUA. 

- Gama Câmaras (y): a) G a m m a Nuclear Hungria, portátil com cristal de 

Nal(TI), acoplado a um sistema informatizado t ipo Commadora 

(4000/030) com programa microsegans - Centro de Radiofarmácia 

(CR) do IPEN-CNEN/SP; b) Siemens LEM, portátil com cristal de 

Nal(TI), col imador pinhole, computador de aquisição de imagens 

compatível IBM/ PC Intel Pent ium 133, software de aquisição de 

imagens PIP - Centro de Medicina Nuclear (CMN) da Faculdade de 

Medicina da USP 

4 .1 .3 . Outros 

- Células de adenocarc inoma de cólon retal humano (HT-29), Banco de 

Células do Rio de Janeiro (RJCB), Brasil; 

- Células de adenocarc inoma pancreático (AR2-4J), ATCC, EUA; 

- Coluna para cromatografía liqüida de alta eficiência (CLAE), 

Symmetry®Ci8 (RP-Cia) 4,6 x 250 mm, 5 jam. Waters , EUA; 

- Colunas compactadas SepPak light Cis, Waters,EUA; 

- Filtros descartáveis de 0,22 \im e 0,45 \im de poro, Mill ipore, EUA; 

- Fitas de cromatograf ia de camada delgada revestidas de sílica gel 

( ITLC-SG/13x1,5cm); f i tas de alumínio impregnadas com sílica gel 

(TLC-SG/ 13x1,5cm); papel Wha tman n°1 e Whatman 3MM; 

- Caixa de luvas. Glove box, IPEN/CNEN, Brasil 

- Material plástico descartável e m geral seringas, ponteiras, tubos, e t c ; 

- Vidraria em geral. 

4 .1 .4. Animais 

• Camundongos adultos da l inhagem Nude, Biotério do IPEN/CNEN; 

• Camundongos adultos da l inhagem Swiss, Biotério do IPEN/CNEN; 
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• Ratos adultos da l inhagem Wistar, Biotério, Biotério do IPEN/CNEN. 

4.2. MÉTODOS 

As atividades experimentais foram realizadas no Centro de 

Radiofarmácia (CR) do IPEN/CNEN que possui instalações apropriadas para 

manipulação de amostras radioativas não seladas. 

A água utilizada e m todos os procedimentos foi proveniente de um sistema 

Mill i-Q/ Ellix. Para el iminação de metais ela foi submet ida a uma purif icação e m 

resina de Chelex 100. 

No início do trabalho foram util izadas amostras de cloreto de ^^Ga 

(^^GaCIs), procedente da Nordion (Canadá). A partir do segundo semestre de 

2002 passou-se a usar o ^''Ga proveniente da produção nacional do IPEN-

CNEN/SP. 

4 .3 .1 . Amostras de ^^Ga 

a) O ^''Ga produzido pela Nordion foi obtido na forma de cloreto de gálio 

(diluído e m ácido clorídrico 0,1M), com a concentração radioativa de 335,96MBq/ 

mL (9,08mCi/ mL). Este produto apresentava teores de metais de zinco, cobre e 

ferro (Zn^", Cu^"^, Fe^* < I x IO '^ng / 37MBq) de acordo com o cert i f icado de análise 

do radionuclídeo. A quant idade de metais permit ida pela farmacopéia amer icana 

®̂ é menor que 5(a,g/ mL. 

b) O ^^Ga produzido no centro de aceleradores do IPEN/CNEN-SP, é 

obtido no ciclotrón, modelo Ciclone 30, adquirido da empresa IBA (Ion Beam 

Appi icat ion-Bélg ica) , com corrente média de 200 | J A , por um período de 8 horas, 

pelo bombardeamento do alvo enriquecido de ®®Zn eletrodepositado sobre uma 

placa de cobre revestida com níquel (a massa do alvo eletrodepositado variou de 

600 a 750 mg) com prótons de 26 MeV, pela reação ^®Zn (p,2n) ^''Ga 
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Após a irradiação o ®^Ga é t ransformado e m cloreto de ^^Ga pela 

dissolução do alvo e m solução de HCI concentrado e percolado através de uma 

coluna de resina trocadora de íons, do tipo DOWEX 5 0 W X 8 equil ibrada com uma 

solução de HCI 10 mol /L e, eluído com uma solução de HCI 3,5 mol / L^^ 

A concentração radioativa do radionuclídeo foi em média de 

503,2 MBq/ mL (13,6mCi/ mL). As quant idades permissíveis de metais na solução 

de citrato gálio-67 estavam concordantes, com a recomendação da farmacopéia 

americana^®. 

Após a t ransformação na forma de cloreto de ^^Ga (^^GaCb) houve a 

necessidade de remover os metais uti l izando-se a técnica de extração com 

solventes para descartar os interferentes na marcação dos peptídeos 

bioconjugados. 

4.3.2. Purif icação do ^^Ga para Eliminação de Metais (Zn, Fe, Cu e Ni) 

A purif icação do cloreto de ^^Ga foi realizada por meio da extração por 

solventes (HCI 7 mol/L, éter diisopropíl ico e água) obedecendo a seguinte 

técnica: 

1. Fase (el iminação dos metais) - a solução de ^^GaCIs obtida da produção 

foi evaporada e ao resíduo foram adicionados 3,5 mL de HCI 7mol/L. 

Após a transferência para um balão de decantação e acréscimo de 

3,5 mL de éter diisopropíl ico, mediante agitação e repouso, procedeu-se 

à separação da fase aquosa (HCI) da orgânica e repetiu-se a operação 

por mais duas vezes. Em seqüência, determinou-se a atividade do ^^Ga 

de ambas as fases em um curiômetro. 

2. Fase (obtenção da atividade) - ao volume do éter obtido da primeira 

extração foram adicionados lOmL de água e levados ao funil de 

separação. A conduta subseqüente foi similar ao descrito no parágrafo 

anterior (Fig.3). 
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FIGURA 3- Extração por solventes para purif icação do ̂ '^Ga 

4.3.3. Preparação do acetato de ®^Ga 

Foram obtidos no processo final da separação (fase 1 e fase 2) 30 mL 

de solução aquosa contendo ^''Ga. Esta solução foi evaporada por 

aprox imadamente 4 horas, a 90° C, em banho-maria (BM), sob condições de 

nitrogênio gasoso (N2), e ao residuo foram adicionados 20| iL de HCI 0,05 mol/L e 

acetato de amonio 0,5 mol/L, ajustando-se a pH5 . 

4.4. Análise dos Metals 

Determinou-se o Zn, Fe, Cu e Ni nas amostras de ^^GaCb provenientes 

diretamente da produção do IPEN e nas amostras purif icadas segundo o método 

descrito no item 4.3.2., por absorção atômica, em um espectrofotômetro. As 
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curvas de cal ibração desses elementos foram obtidas a partir de soluções de 

concentração até 10 ycg/ mL. 

4.5. Preparação do peptídeo DOTALAN 

O DOTALAN ( I m g ) foi dissolvido em mistura de metanol absoluto 

( lOf iL), ácido acético (lO^iL) e água (430 j.iL) para obtenção de uma solução de 

1,5 mmol/L. A solução foi distr ibuída em tubos cónicos (tipo "eppendorf") contendo 

concentrações que var iaram de 10{j.g a 50^g da massa do peptídeo e 

armazenados a - 7 0 ° C , para uso posterior. 

4.6. Marcação do DOTALAN com ^^Ga 

Ao peptídeo DOTALAN foi adicionado 30}xL de acetato de amónio 

0,1 mol/ L e a solução de acetato de gálio (pH5), total izando 170^L de solução. A 

mistura final foi aquecida em Banho-Mar ia a 100°C por 30 minutos e, 

posteriormente, foi resfr iada à temperatura ambiente por 30 minutos. Antes da 

análise radioquímica do produto radiomarcado foram adicionados 5)J,L de solução 

de EDTA 25mmol /L. A metodologia utilizada foi realizada com modif icações 

obtidas na literatura '̂*. 

4.7. Análise da Pureza Radioquímica 

O grau de pureza do DOTALAN-^^Ga foi aval iado uti l izando-se 

diferentes técnicas de separação cromatográf icas. 

Para saber quais ser iam as fases estacionárias e móveis que 

permitir iam a melhor def inição do poder migratório das possíveis impurezas na 

solução do radiomarcado, diferentes sistemas foram exper imentados nas 

determinações. Fase estacionária: ITLC-SG, TLC-SG (13,5 x 1,5cm) e Wha tman 

n°1 e Whatman 3 M M ( lOcm) e fase móvel: acetato de amónio (0,1 mol/L; 

0,5 mol/L; 1 mol/L); EDTA (4 mmol/L, 20 mmol/L, 25 mmol /L, 250 mmol/L) ; citrato 

de sódio (0,1 mol / L) e metanol/acetato de amôn io10% (1/1). 
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Após a secagem das fitas, elas foram cortadas em segmentos de 1cm, 

a radioatividade foi detectada em um contador gama tipo poço, para a realização 

do cálculo e m porcentagem da pureza radioquímica. 

Outras técnicas foram anexadas aos exper imentos, a f im de conf irmar 

o rendimento radioquímico, dentre elas: (a) colunas de fase reversa Sep Pak Cia 

(Waters) e (b) coluna Symmetry®Ci8 (RP-Cia), 4,6 x 250 mm, 5 ^ m , Waters para 

cromatograf ia l iqüida de alta eficiência (CLAE). 

Na coluna de fase reversa Sep Pak Cia (Waters), at ivada com 5mL de 

metanol p.a. (MeOH), seguido de 5mL de acetato de amónio 0,1 mol / L, foi 

aplicada uma alíquota do peptídeo marcado. Após a percolagem de 1,5 mL de 

acetato de amonio 0,1 mol/L foi separado concomitantemente as impurezas do 

gálio livre e, subseqüentemente, com acréscimo de 1,5mL de MeOH para a 

obtenção do produto marcado (DOTALAN-^^Ga). 

- A coluna Symmetry® Cia foi util izada para a cromatograf ia líquida de alta 

eficiência (CLAE), e m sistema ¡socrático, acoplado a um detector de radiação. 

Compr imento de onda de 250 nm (UV), com um f luxo de 1,0mL/min. Como fase 

móvel acetato de amónio 25mmol /L / acetonitri la (65/ 35). 

4.8. Ot imização dos parâmetros de marcação do DOTALAN-^^Ga 

Foram estudados os seguintes parâmetros: 

a. Variação da massa e da atividade do produto marcado 

Foram realizadas marcações do DOTALAN com atividades de: 

370 MBq / lO^ig do peptídeo, 740 MBq/ 20\ig do peptídeo, 1110 MBq/ SO^ig do 

peptídeo, 1480 MBq/ 40) ig do peptídeo e 1850 MBq/ 50[ig do peptídeo. A 

marcação foi realizada de acordo com o descrito no item 4.6. 
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b. Variação do pH do acetato de '̂̂ Ga 

As marcações foram realizadas com concentrações do DOTALAN de 

20ng e 50|a.g em meio de acetato de gálio-67 (atividades de 444 MBq e 1110 

MBq, respectivamente), a justando-se o pH para 3 e poster iormente para pH5. 

c. Variação do volume do DOTALAN-^^Ga 

As marcações foram real izadas com concentrações do bioconjugado de 

lO^tg, at ividade de 370MBq, var iando-se o volume final da solução de 

100|aL,150^L, 170^L e 290^L . 

d. Variação da atividade do ^^Ga 

O DOTALAN (concentração do peptídeo de lO^ig) foi marcado com 

acetato de ^^Ga, com atividades de 185 MBq (5mCi), 259 MBq (7mCi) e 592 MBq 

(16mCi). 

4.9. a . Estabil idade do DOTALAN-^^Ga in vitro 

Foram realizadas anál ises da pureza radioquímica do produto marcado 

(atividade de 259 MBq/ lO^g), no período de 6 dias, e m cromatografía de camada 

delgada ( ITLC-SG/ EDTA 4mmol /L) . 

4.9.b. Estabil idade do marcado no plasma sanguíneo 

O DOTALAN-^^Ga foi aval iado no plasma humano. Em 2mL de plasma 

sanguíneo humano, agregaram-se 7,4 MBq (0,2 mCi)/ lOO^L do DOTALAN-^' 'Ga, 

mantendo-se a 37°C, e m banho-mar ia, durante 24 horas. Nos intervalos de tempo 

de 1, 4 e 24 horas a estabi l idade do radiofármaco foi investigada, retirando-se 

alíquotas para a anál ise da pureza radioquímica e m cromatografía de camada 

delgada ( ITLC-SG/ EDTA 4mmol /L) . 
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4.10. Estudos biológicos 

4 .10 .1 . Cultivos de células de adenocarcinoma de colon retal humano 

(HT-29) 

A l inhagem de células HT-29 foi obtida do banco de Células do Rio de 

Janeiro (RJBC). As células foram cult ivadas no Laboratório de Cultura Celular do 

Centro de Biologia Molecular (CBM) do IPEN/CNEN em meio de RPMI 1640 

(Cultilab), contendo 1 0 % de soro fetal bovino (SFB) e antibiótico (penicilina e 

estreptomicina, Culti lab). 

Para a inoculação em camundongos, as células de HT-29 foram 

injetadas intradermicamente no dorso do animal Nude na concentração de 5 x 10^ 

células em lOO^iL de tampão fosfato (PBS). 

Os animais foram mantidos sob condições de água e ração (ad libitum) 

e observados durante um período de 30-40 dias. Por meio de repicagens 

manteve-se constante lote de animais portador de células de adenocarc inoma de 

cólon-retal (HT-29). 

4.10.2. Cultivo de células tumorais de páncreas de rato AR42J 

As células tumorais de pancreas de rato AR42J foram obtidas da 

Amer ican Type Culture Collection (ATCC). As células foram cult ivadas no 

laboratório, já referido, e m meio F12-K (Gibco) acrescido de 10% soro fetal bovino 

(Cultilab) mant idos a temperatura de 37°C e atmosfera controlada de 5% CO2. 

Após três dias, as células foram tr ipsinizadas, contadas e uti l izadas ou 

congeladas em tubos cr iogénicos, em ambientes com mesmo meio acrescido de 

10% soro fetal bovino e 1 0 % de dimetil sulfato (DMSO). 

A inoculação nos animais foi semelhante à citada para HT-29. 
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4 . 1 1 . Biodistribuição do DOTALAN-^^Ga em camundongos Swiss 

sadios e camundongos Swiss inoculados com células de adenocarcinoma 

de cólon-retal humano (HT-29) 

Para os estudos de biodistr ibuição do DOTALAN-^^Ga (lO^ig) em 

camundongos Swiss sadios (normais), foram injetados 

1,11 MBq (0,03 mC i ) / 100 i^L do produto, com pureza radioquímica adequada. 

Os animais injetados com o radiofármaco na veia caudal foram 

sacrif icados por decaptação após 1, 4 e 24 horas e os seguintes órgãos foram 

removidos: cérebro, pulmão, coração, baço, f ígado, estômago (vazio), músculo 

(amostra da pata traseira), rins, intestino delgado e intestino grosso (com 

conteúdo) e cauda. Amost ras de 100 ^iL de sangue foram coletadas com capilar 

heparinizado da veia sinus orbital antes do sacrifício do animal (para o cálculo 

da volemia, uti l izou-se a equação 3). 

Procedimentos similares foram realizados para os camundongos Swiss 

e Nude inoculados com células HT-29, retirando-se além dos órgãos citados a 

massa tumoral . 

Os órgãos foram retirados e lavados, pesados, poster iormente foram 

colocados e m tubos de ensaio para determinação da atividade em curiômetro. 

Uma amostra do produto marcado foi di luída, correspondendo à 

atividade injetada, serviu de padrão para a aval iação da at iv idade concentrada 

em cada sistema e expressa em porcentagem da atividade administrada. 

O padrão real injetado (Equação 7) por animal foi obtido mediante 

cálculo da média das contagens (cpm) dos tubos da dose padrão administrado, 

descontando o valor da contagem (cpm) da cauda. 
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Foram util izadas as seguintes fórmulas para os cálculos desejados: 

A % A T I V I D A D E / Ó R G Ã O = cpm órgão 
cpm padrão real x 100 

% A T I V I D A D E / G R A M A = resultado de A 
peso tecido correspondente (g) 

Volemia = peso corpóreo animal (g) x 0,07 (mUg) 

B % A T I V I D A D E / m L SANGUE = cpm s a n g u e / 0 , 1 ( m ü x lO x 100 
cpm padrão real 

(1) 

(2) 

(3) 

(4) 

(5) 

%ATIVIDADE / SANGUE TOTAL= resultado de B x volemia do animal 

(6) 
VoATIVIDADE / 
GRAMA MÚSCULO = 0,4 peso corpóreo animal (g) x cpm músculo x 100 

peso músculo (g) x cpm padrão real 

(7) 
Padrão real: média do padrão (cpm) - cpm da cauda 

4.12. Biodistribuição do DOTALAN-^^Ga em camundongos Nude 

inoculados com células de adenocarcinoma de cólon-retal humano (HT-29) e 

células tumorais pancreáticos AR42J(ratos) 

Para os estudos de biodistribuição do DOTALAN-^^Ga em 

camundongos Nude foram util izados animais portadores de nódulos de células de 

adenocarc inoma HT-29 e de adenocarc inoma pancreático AR42J . 

Todo o procedimento para aval iação da distr ibuição biológica foi similar 

ao descrito no item 4 . 1 1 . 
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4.13. Ensaio de Perfusão 

Para aferir a potencial idade do radiofármaco na interação com seus 

receptores, sem contr ibuição dos tecidos adjacentes foi realizada a perfusão 

cardíaca. Por meio de solução salina 0,9%, cateter apropriado, adaptado com 

uma agulha hipodérmica de pequeno calibre e f luxo de ImL /m in , foi administrada 

atividade de 15,95MBq, durante 60-90 minutos para completa remoção da 

radioatividade circulante. 

4.14. Estudos Cintilográficos 

Imagens e m ratos, foram obtidas no Centro de Radiofarmácia (CR) do 

IPEN. At iv idades de 18,5 MBq/100 fxL de DOTAI_AN-^^Ga foram administradas 

intravenosamente na veia caudal em dois ratos Wistar inoculados 

intradermicamente com células HT-29 na região dorsal e dois camundongos 

Swiss foram inoculados com células HT-29 na pata direita. 

Os demais estudos cinti lográficos foram realizados no Centro de 

Medicina Nuclear (CMN) da Faculdade de Medicina da USP. Foram 

administradas at iv idades de 37MBq/100 |J,L de DOTALAN-^^Ga, intravenosamente 

na veia caudal de camundongos Nude inoculados com células tumorais (células 

HT-29 e células AR42J) . 

Momentos antes da obtenção das imagens cinti lográficas, no Centro de 

Radiofarmácia (CR) do IPEN e no Centro de Medicina Nuclear (CMN) da 

Faculdade de Medicina da USP, os animais foram previamente anestesiados com 

0,2 mL de solução de uretana (0,67 mg/ grama de peso corpóreo do animal). 

4.15.Ensaio de internalização in vitro do DOTALAN-^^Ga nas células de 

adenocarcinoma de cólon-retal humano (HT-29) 

Foram preparados: 

a. Tampão fosfato de sódio (PBS) 0,1 mol/L pH7,5 

b. Tampão PBS 0,1 mol/L pH 7,5 com BSA (soro albumina bovina) 0,5% 

:':::AAüa£AR/sp-íF# 
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c. Tampão de lavagem ácida (gl ic ina-50mM, pH 2,8 NaCI 0,1M) 

Tampão de intemalização: 

Meio de cultura F12K enriquecido com soro albumina bovina (BSA) 

Foram adicionados ao meio de cultura F12K 5mL de BSA e completou-

se o volume a 50mL. As células de HT-29 (1x 10^/ 100^L) foram homogeneizadas 

em 4 mL do mesmo meio, de onde ISO^iL da suspensão das células (32,5 x10^ 

células) foram distr ibuídas em tubos de ensaio, nas quais acrescentou-se 1,0 mL 

do tampão de internalização. 

Dois parâmetros foram anal isados: 

a. Ligação Específ ica (1mL de tampão mais 130nL da suspensão das 

células mais lOO^iL do DOTALAN-^^Ga) 

b. Ligação Não Especif ica ( I m L da solução tampão mais 130|aL da 

suspensão das células mais IOOJJ-L do DOTALAN-^' 'Ga, mais 20|ag do DOTALAN) 

Após a incubação a 37°C por 60 minutos realizou-se a centr i fugação a 

1600 rpm durante 10 minutos, e m temperatura ambiente, para remoção do 

sobrenadante. Na seqüência, procedeu-se as duas lavagens com I m L de tampão 

PBS/BSA 0,5% pH 7,5 sendo a centr i fugação feita na mesma condição descrita 

acima. 

O "pellet das células" (botão celular) foi incubado a 10 minutos, com 

1,0 mL de tampão ácido (glicina) e homogeneizado, poster iormente submet ido à 

centr i fugação. Repetiu-se a operação com tampão gelado. Em ambas, os 

sobrenadantes foram reservados em um único recipiente para a determinação da 

radioatividade resultante. 

O cálculo descrito na Fórmula 9, realizado após a contagem 

representou a porcentagem do radiofármaco que se ligou às células, porém não 

foi internalizado. 
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Aos frascos cónicos contendo o botão celular foi adic ionado 1,0 mL de 

NaOH 1 mol/L, para que as membranas das células fossem rompidas. O líquido 

homogêneo foi transferido para um tubo de contagem e atividade foi medida no 

curiômetro e o frasco, novamente, lavado com a mesma solução para completa 

remoção celular. 

Após as contagens das atividades das f rações o percentual do 

radiofármaco internalizado foi calculado a partir da Equação 10. 

A porcentagem total de l igação específ ica das células HT-29 

corresponde à subtração da porcentagem média obtida na série específ ica da 

porcentagem obtida na série não específ ica. 

(8) 

padrão = cpm do radiofármaco DOTALAN-^^Ga util izado 

(9) 
% de ligação= Z [fase ácida (cpm H) + fase básica (cpm 0H)1 x 100 

padrão (cpm) 

(10) 
% de internalização^ fase básica (cpm OH) x 100 

Z [fase ácida (cpm H) +fase básica (cpm OH)] 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5 . 1 . Análise dos Metais 

Com auxíl io do espectrofotômetro de absorção atômica (EAA) anal isou-

se a presença dos metais e m amostras do gálio-67 antes e depois da purif icação, 

exemplo FIG.4. 

FIGURA 4- Presença de metais em amostras 
do ^' 'GaCb antes e após a purif icação 

Dos valores das curvas de cal ibração de cada e lemento (zinco, ferro, 

cobre e níquel) foram extrapolados numer icamente os dados de cada 

contaminante existente na amostra de ^'^Ga (FIG.5a a 5d). 



47 

Sa 
ZINCO 

5b 

y = 0,2826x + 0,0536 

r2 = 0,9904 

0 2 4 6 

concentração (ug/ mL) 

F E R R O y = 0,0594x + 0,0208 

r2 = 0,9762 

0 2 4 6 

concentração {ugl mL) 

5c COBRE y = 0,0243x + 0,0015 

= 0,9699 

0 2 4 

concentração {ugl mL) 

^ - N Í Q U E L y = 0,05 l lx-0,0073 

= 0,9932 

O 5 10 15 

concentração {ugl mL) 

FIGURA 5(a - d ) - curvas de cal ibração do zinco, ferro, cobre e 
níquel obtidas no espectrofotômetro de absorção atômico (EAA) 

Apesar dos metais de Zn , Fe, Cu e Ni estarem envolvidos na produção 

de "'^GaCla do IPEN/CNEN, os valores destes contaminantes químicos estão 

abaixo dos níveis permit idos na farmacopéia. Quando util izado na forma de citrato 

de ^'^Ga, não compromete o seu uso clínico para diagnóst ico de infecção e 

inf lamação. Sabe-se, entretanto, que existe compromet imento de contaminantes 

metál icos frente a pureza radioquímica do radionuclídeo na eficácia da marcação 

de uma molécula. 
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O Zinco é o alvo e o produto de decaimento do ^^Ga, assim como um 

forte compet idor na incorporação do radionuclídeo na quelação do DOTA. Para 

diminuir esta compet ição dos metais e permitir uma boa marcação, realizou-se a 

purif icação do ^^Ga , por meio de extração por solventes, T A B . 1 . 

TABELA 1 - Redução de contaminantes metál icos do 
^^GaCb após a extração por solventes (n=10) 

METAIS MÉDIA (%) DESVIO (±) 

Zinco 90,7 5,8 

Ferro 86,3 6,1 

Cobre 95,9 3,1 

Níquel 98,6 0,5 

Embora as concentrações de metais se encontrassem em níveis de 

|j,g/ mL, testes de marcações foram feitos e m concomitância para conhecer o grau 

de Interferência dos metais e a importância do tratamento prévio do ^'^GaCb. 

5.1.1.Marcação do D O T A L A N com ^^Ga antes e após a extração por 

solventes 

A eficiência das marcações do DOTALAN realizadas com amostras de 

^^Ga, na sua forma original foi de 51,4 ± 0.8%. Comparat ivamente, para o 

bioconjugado marcado com o ^''Ga purif icado, a pureza radioquímica elevou-se 

para 92,0 ± 2.3%, evidenciando-se a interferência dos metais na marcação, 

FIG. 6 (n=2). 
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FIGURA 6- Marcação do DOTALAN com ^^Ga (antes 
da purif icação e após a extração com solventes) 

A existência de contaminantes metál icos pode advir, naturalmente no 

decaimento de certos radionuclídeos. Como por exemplo pode-se citar o Cadmio 

(Cd^^) que é o alvo e o subproduto de decaimento do lndio-111 ("^In) e, é 

considerado um forte compet idor do radiomarcado na conjugação com o DOTA. 

Em contraste, o Zircónio (Zr^*^) e Háfnio (Hf*"") que são produtos de decaimento do 

ítrio-90 (^°Y) e do Lutécio-177 (^^^Lu), respect ivamente, não interferem na 

incorporação desses radionuclídeos com o DOTA^^. 

Neste trabalho os metais foram provenientes dos alvos de Zn 

eletropositado e m cobre niquelado. 

St immel e cois (1995)^^, estudaram o papel do íon ferro, z inco e cálcio 

na eficiência da incorporação do na bioconjugaçâo de moléculas. Suas 

análises sugerem que a quelação do é mais sensível na presença de traços 

de zinco, e e m menor extensão, na presença de íons ferro e cálcio. 
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5.2. Identificação e Pureza Radioquímica 

Para identif icação e aval iação da pureza radioquímica do produto 

radiomarcado, foram realizadas anál ises cromatográf icas, com diferentes 

suportes e solventes (TAB.2). 

TABELA 2 - Distância de migração relativa (Rf) do DOTALAN-^^Ga, 
observada nas di ferentes condições solventes 

FASE MÓVEL Rf=DOTALAN-^^Ga Rf=^^Ga -EDTA 

EDTA (4mM, 2 0 m M , 
25 m M , 

250 mM) 
0-0,2 0,9-1,0 

citrato de sódio 

acetonitrila 

metanol / acetato 
de amónio 1 0 % 

Não houve defínição 
(arraste ao longo 

da fita) 

As melhores resoluções foram observadas em ITLC-SG, e TLC-SG 

empregando como fase móvel soluções de EDTA. Para a determinação da pureza 

radioquímica do DOTALAN-^^Ga acrescida de 5^L de solução de EDTA 25mM, 

não foi evidenciado o deslocamento do produto no desenvolv imento 

cromatográf ico (Rf=0), e m contraposição, o complexo EDTA-^^Ga (Rf=1) migrou 

juntamente com o solvente, como mostrado na TAB.2. Resultados similares foram 

descritos por Ugur O e cois (2002)^'*, com a marcação do DOTALAN com cloreto 

de indio-111 (^ " inCb) . 

.:üCl.BR/SP-!PEW 
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5.3. Massa do Bioconjugado 

A marcação do DOTALAN com ^''Ga foi realizada var iando-se as 

concentrações do peptídeo bioconjugado de 10 a 50ng, e com atividade 

especif ica de 37 MBq/jag do ^''Ga. A eficiência das marcações foi superior a 

90%, obtidas em fitas de ITLC-SG/EDTA 4mmo l e, quando investigado em 

colunas de fase reversa de Sep Pak Ci8, as purezas radioquímicas foram 

maiores que 93%, TAB.3. 

TABELA 3 - Pureza radioquímica da marcação do DOTALAN-^^Ga, 
realizada em colunas de fase reversa de Sep Pak Ci8, var iando a 
massa do peptídeo (10 a 50^g) 

Massa do peptídeo (^g) 
% Pureza Radioquímica 

DOTALAN-^^Ga 

10 93,50 ±0,71 

20 98,25 ±0,35 

30 96.54 ±0,33 

40 97,25 ±0,35 

50 93,25 ±0,35 

Os resultados obtidos na marcação do DOTA-LANREOTIDEO com 

^^Ga foram semelhantes aos realizados pelos pesquisadores do grupo do 

Ugur e cols^"*, que marcaram DOTATOC (DOTA-Dphe^-Tyr^-octreotide) com ^ G a , 

e também foram similares a outros peptídeos marcados com ^ " i n e 

As purezas radioquímicas dos produtos marcados foram também 

anal isadas em cromatograf ia líquida de alta eficiência, como observados nas 

FIG. Ta e Tb, com 20|ag do DOTALAN-^^Ga. A FIG.7a apresenta dois picos 

distintos. Sendo o primeiro com o tempo de retenção de 2,0 minutos 

correspondente ao EDTA-^' 'Ga, e o segundo com o tempo de retenção de 
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3,9 minutos correspondente ao DOTAI_AN-^^Ga, com pureza radioquímica 

superior a 95%. A FIG.7b representa o pico correspondente ao complexo EDTA -

^ ^Ga . 

Perfis semelhantes foram observados com as concentrações de 10iag, 

30ng, 40^9 e 50^g de DOTALAN marcados com gálio-67, com pureza 

radioquímica superior a 93%. 

9 0 m i ^ 

e 

A 
T 

1 1 
V 

1 1 
c A 
C 
E 

Tempo (minutos) Tempo (minutos) 

FIGURA 7 - Coluna de fase reversa Ci8 (RP-Cis) e m um sistema ¡socrático, 
com um fluxo de 1,0 mU min acoplado a um detector de radiação, a) CLAE 
do DOTALAN-^^Ga ( tempo de retenção do EDTA-^^Ga = 2,0min e do 
DOTALAN-^^Ga =3,9 min) e b) CLAE do EDTA-^^Ga 
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5.4. Variação do pH do acetato de ®^Ga 

As marcações com massas do DOTALAN de 20ng e 50^g foram 

realizadas em meio de acetato de gálio-67 (atividades de 444 MBq e 1110 MBq, 

respect ivamente), ajustando-se o pH para 3. A eficiência do radiomarcado foi 

menor que 70%. Porém, ao elevar para pH 5, a pureza radioquímica foi superior a 

90%, como pode ser observado na figura 8, corroborando com outras 

pesquisas 58 

100 

f 

I 50 

o -

Var iação do p H 

50U.2 

• p H 3 

• p H 5 

D O T A L A N 2 

FIGURA 8 - marcação do DOTALAN (massa de 20|ig e 
50ng) em acetato de gál io-67, com var iação do pH (3 e 5) 

É descrito na literatura^^ que a variação do pH é um parâmetro 

importante na obtenção de biomoléculas marcadas com metais ^'^Ga^"', ^^^In^* e 

90y3+ q p|_j jçjggi marcação de peptídeos bioconjugados com radiometais 

encontra-se na faixa de 4,5-5. Breeman e cols (2003)̂ ® descreveram este pH, na 

reação cinética como sendo ót ima, enquanto, para o pH < 3, a cinética da reação 

diminui drast icamente. Para pH acima de 5, a solubi l idade do radionuclídeo varia 

tornando-se incerto o resultado, devido à formação rápida de hidróxidos. 
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S.S.Variação do volume do D O T A L A N - " G a 

A variação do vo lume final da solução (100,150, 170 e 290^1) do 

radiofármaco, preservando-se a massa de lOj ig , pH5 e a atividade 370MBq 

(10mCi). De acordo com os resultados obtidos, o vo lume f inal de 170|aL 

apresentou uma pureza radioquímica superior a 9 5 % (FIG 9). Entretanto, para 

volumes menores ou maiores de 1 7 0 ^ 1 a pureza radioquímica da marcação 

mostrou-se reduzida, inferior a 90%. Contudo, Heppeler e cois (1999)^^ uti l izando 

volume de 190^L, com DOTATOC marcado com ^^Ga, " ^ I n e ^°Y, obt iveram 

pureza radioquímica do marcado superior a 95%. 

DOTALAN-^'Gá 

100 150 170 

volume (( íL) 

290 

Figura 9 - Marcação de10|ag de DOTALAN com ^^Ga, 
var iando-se o vo lume final da solução (100 ,150, 170 e 
290(aL), pH 5 e at ividade de 370MBq 

5.6.Variação da atividade do ^^Ga 

As purezas radioquímicas foram superiores a 85%, quando lO^ig 

DOTALAN foi marcado com atividades de 185 MBq (5mCi), 259 MBq (7mCi) e 

592 MBq (16mCi), observados na FIG 10, corroborando com trabalhos real izados 

por Macke HR e cois, 1999^^, com ^^^In e ^°Y. Estes pesquisadores, descreveram 

algumas radiomarcações com ^^GaCb, " ^ I n C b e ^"YCb com DTPA°-D-Phe^-

octreotide e DOTATOC com atividade específ ica ac ima de 29 ,6GBq/ nmol , 

obt iveram pureza radioquímica superior a 90%. 
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Fiaura 10 - Var iação a atividade de marcação de 185, 259 e 592 MBq 

Pelos parámetros estudados certi f icou-se que as características Ideais 

para o desenvolv imento da marcação do DOTALAN-^' 'Ga devem obedecer a 

seguinte formulação, e e m si tuações descri tas nos materiais e métodos: 

- Radionuclídeo com baixo teor de contaminantes metál icos (purif icação 

por extração de solventes) 

- Massa do DOTALAN de 10|ag (6nmol) 

- pH 5 da marcação 

- Vo lume final do marcado de 1 7 0 ^ 1 

- At iv idade do DOTALAN-^^Ga de 222 MBq/1 O^ig (6mCi/ 6nmol) 

5.7. Estabil idade do DOTALAN-^^Ga 

O produto marcado apresentou uma boa estabi l idade nos intervalos de 

uma hora (95,75 ± 0,35%), 72 horas (95,85 ± 0,63%) e 144 horas (94,95 ± 

0,63%), com alta pureza radioquímica 
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5.7 .1 . Estabil idade da marcação no plasma sanguíneo 

O bioconjugado DOTALAN-^^Ga apresentou-se estável nos estudos 

in vitro, incubado a 37°, com o p lasma humano após as anál ises das purezas 

radioquímicas feitas nos intervalos de uma hora (96,5% ± 0,70), quatro horas 

(97,13 ± 1,16%) e 24 horas (96,75 ± 1,06%). 

5.8. Estudos in vivo 

A marcação das moléculas de peptídeos de cadeia curta tem-se 

tornado um atrativo no desenvolv imento de novos radiofármacos. 

A especif ic idade na capacidade de l igação com sítios de afinidade, tem 

sido concei tuada como fontes de investigações para diferentes patologias, 

conduzindo-os a cada geração, características inovadoras de seletividade e 

afinidade, assim como de rápida depuração do organismo, de modo que, o 

radiofármaco resultante possa causar menos efeitos ou danos da radiação aos 

órgãos normais adjacentes. 

Com esse objetivo traçou-se o protocolo de marcação do DOTALAN 

marcado com ^^Ga que atinge dois propósitos convenientes para o radiofármaco: 

diagnóstico e terapia. 

Desde a descoberta dos receptores peptídeos e da síntese de 

pequenos peptídeos biologicamente ativos, tem sido reconhecido que estas 

moléculas podem fornecer novas abordagens para a selet ividade de 

radionuclídeos alvos. Após o sucesso do uso do Octreoscan na localização de 

tumores humanos, que possuem receptores de somatostat ina, pesquisas para 

melhoria dos radiofármacos têm levado a l igações mais estáveis de peptídeos 

com radionuclídeos e baixo acúmulo em órgãos normais. 
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Com aquisição de um produto radioquimicamente puro, verif icou-se 

uma depuração do organismo, essencialmente pelas vias renais, que 

correspondem ao objetivo primário do reagente de nova geração, mostrando 

algumas regiões de af inidade, porém em baixa concentração radioativa, inclusive 

as que c i rcundam as áreas tumorais. 

Para alcançar o propósito de se obter um radiofármaco com essa 

categoria, entretanto, obedecendo à regra da última geração foi esquemat izado o 

perfil do comportamento biológico do produto radiomarcado; a capacidade de 

interação com as células específ icas de tumores mal ignos enxertados em 

camundongos Swiss e Nude; a d inâmica funcional frente a essa situação e em 

relação aos órgãos normais. 

5.8.1a. Biodistribuição do DOTALAN-^^Ga e m camundongos Swiss 

sadios 

Os dados da biodistr ibuição do DOTALAN-^^Ga e m animais sadios 

injetados com 1,11 MBq/ O,ImL, com uma pureza radioquímica de 95,5 ± 0,7%; 

estão representados na TAB 4a - % ATIV IDADE/ ÓRGÃOS e 

T A B 4 b - % ATIVIDADE / G R A M A (n=6). 

A tendência no desenvolvimento de um radiofármaco específ ico para 

discr iminada enfermidade é torná-lo mais hidrofílico possível, pela ação 

metaból ica "in vivo" para reduzir o seu tempo de permanência no organismo. Ou 

seja, que a fração não l igada a receptores seja rapidamente el iminada pelas vias 

renais na primeira fase da distr ibuição, a f im de minimizar a radiação dos órgãos 

não compromet idos. 

O DOTALAN-®''Ga também apresenta essa característica na el iminação 

renal na proporção de aprox imadamente 2,697 %Ativ idade/ Grama de tecido em 

24horas (TAB 4b) e um clareamento sangüíneo rápido. A captação do 

radiofármaco no fígado e no baço pode estar relacionado a presença de 

receptores de somatostat ina ou mesmo a presença de ^'^Ga livre. 



58 

TABELA 4a - Biodistribuição do DOTAI_AN-^^Ga, e m camundongos 
Swiss sadios. %ATIVIDADE/ Ó R G Ã O S 

% ATIVIDADE/ Ó R G Ã O S 

ÓRGÃOS/ TECIDOS 
1 h 4 h s 24 hs 

ÓRGÃOS/ TECIDOS 

Média Desvio ± Média Desvio ± Média Desvio ± 

CEREBRO 0,037 0,012 0,018 0,012 0,010 0,006 

PULMÃO 0,137 0,040 0,082 0,024 0,062 0,029 

CORAÇÃO 0,090 0,027 0,054 0,034 0,046 0,048 

BAÇO 0,210 0,039 0,251 0,052 0,127 0,048 

FÍGADO 1,281 0,471 1,080 0,170 0,880 0,101 

ESTÔMAGO 0,065 0,012 0,070 0,036 0,049 0,035 

MÚSCULO 1,348 0,696 0,375 0,050 0,411 0,035 

RINS 0,555 0,051 0,636 0,196 0,666 0,393 

1. DELGADO 0,467 0,121 0,295 0,132 0,424 0,256 

I .GROSSO 0,103 0,018 0,158 0,089 0,169 0,119 

SANGUE T O T A U m L 3,594 0,310 4,328 0,261 4,363 0,273 
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TABELA 4b - Biodistr ibuição do DOTALAN-^^Ga, em camundongos 
Swiss sadios. % ATIVIDADE /GRAMA 

%ATIVIDADE/GRAMA 

ÓRGÃOS/TECIDOS 

1 h 4 h s 24 hs 

ÓRGÃOS/TECIDOS 
Média Desvio ± Média Desvio ± Média Desvio ± 

C E R E B R O 0,081 0,023 0,039 0,025 0,028 0,017 

PULMÃO 0,469 0,108 0,287 0,053 0,178 0,082 

C O R A Ç Ã O 0,591 0,157 0,447 0,030 0,190 0,082 

BAÇO 1,496 0,060 1,323 0,026 1,238 0,029 

FÍGADO 0,766 0,224 0,708 0,031 0,646 0,027 

ESTÔMAGO 0,223 0,039 0,302 0,053 0,172 0,113 

M Ú S C U L O 0,103 0,050 0,073 0,064 0,031 0,001 

RINS 0,998 0,347 1,515 0,448 2,697 0,646 

1. DELGADO 0,328 0,331 0,421 0,754 0,191 0,106 

I .GROSSO 0,265 0,360 0,202 0,098 0,251 0,196 

SANGUE T O T A U mL 1,611 0,058 1,667 0,042 1,936 0,030 
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5.8.1 b.Biodistríbuição do DOTALAN-^^Ga e m camundongos Swiss 

inoculados com células HT-29 

As biodistr ibuições do DOTAI_AN-®^Ga em Swiss inoculados com 

células HT-29, injetados com atividade de 1,11 MBq / O,ImL, e com pureza 

radioquímica de 96±1,4%, estão demonstradas na T A B 5a -% ATIVIDADE/ 

Ó R G Ã O S e TAB 5b - AT IV IDADE /GRAMA (n=6). 

As tabelas 5a e 5b expressam a afinidade do DOTALAN-^^Ga com as 

células malignas xenoimplantadas em camundongos, mantendo-se prat icamente 

inalterada durante todo o exper imento. 

De acordo com a Tabela 5b (Atividade /Grama) houve um clareamento 

sangüíneo mais lento, baixa el iminação renal, e uma captação no tumor em 24 

horas de %1,665 ± 0,030, corroborando com os dados de literatura^'*, com 

estudos do DOTATOC-^®Ga, indicando alta estabil idade do radioligante. 

Segundo a literatura ^^'^^ radiofármacos DOTATOC-^^Ga, " ^ I n ^ ^°Y, 

têm mostrado uma clara vantagem sobre o radiofármaco já estabelecido 

comercialmente Octreoscan®, com alta captação tumoral . 

Outros pesquisadores^^ util izaram peptídeo bioconjugado frio (não 

marcado), b loqueando os tecidos ricos em receptores de somatostat ina, tais 

como fígado e páncreas, d iminuindo a captação do radiol igante nestes órgãos 



61 

TABELA 5a- Biodistr ibuição do DOTALAN- ^^Ga, e m camundongos Swiss 
inoculados com células HT-29. % ATIVIDADE / Ó R G Ã O S 

% ATIVIDADE/ Ó R G Ã O S 

ÓRGÃOS/TECIDOS 
1 h 4 h s 24 hs 

ÓRGÃOS/TECIDOS 

Média Desvio ± Média Desvio + Média Desvio ± 

CEREBRO 0,003 0,002 0,006 0,003 0,006 0,007 

PULMÃO 0,043 0,051 0,051 0,017 0,090 0,041 

CORAÇÃO 0,007 0,007 0,017 0,008 0,008 0,005 

BAÇO 0,036 0,042 0,109 0,068 0,093 0,062 

FÍGADO 0,826 0,096 1,151 0,108 0,922 0,282 

ESTÔMAGO 0,012 0,020 0,023 0,014 0,023 0,021 

MÚSCULO 0,052 0,019 0,390 0,129 0,308 0,275 

RINS 0,119 0,019 0,142 0,017 0,113 0,022 

1. DELGADO 0,059 0,048 0,115 0,017 0,127 0,140 

I .GROSSO 0,017 0,020 0,041 0,019 0,026 0,019 

TUMOR 1,370 0,366 1,052 0,237 1,140 0,233 

SANGUE T O T A U m L 0,856 0,098 0,945 0,093 1,063 0,077 
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TABELA 5b- Biodistribuição do DOTALAN- ^^Ga, em camundongos Swiss 
inoculados com células HT-29. % ATIVIDADE /GRAMA 

% ATIVIDADE/ GRAMA 

ÓRGÃOS/ TECIDOS 1 h 4 h s 24 hs ÓRGÃOS/ TECIDOS 

Média Desvio ± Média Desvio ± Média Desvio ± 

C E R E B R O 0,006 0,005 0,014 0,008 0,012 0,014 

PULMÃO 0,155 0,195 0,234 0,166 0,312 0,085 

CORAÇÃO 0,044 0,045 0,130 0,064 0,053 0,031 

BAÇO 0,252 0,302 0,531 0,174 1,205 0,398 

FÍGADO 0,638 0,134 0,484 0,141 0,423 0,165 

ESTÓMAGO 0,045 0,076 0,070 0,049 0,068 0,061 

MÚSCULO 0,011 0,013 0,030 0,017 0,029 0,028 

RINS 0,377 0,109 0,346 0,031 0,287 0,036 

1. DELGADO 0,046 0,043 0,049 0,026 0,030 0,022 

I .GROSSO 0,032 0,039 0,050 0,027 0,024 0,019 

T U M O R 1,767 0,011 1,703 0,005 1,665 0,030 

SANGUE TOTAL/ mL 0,451 0,030 0,473 0,019 0,546 0,015 

5.8.1c. Biodistribuição do DOTALAN-^^Ga em camundongos Nude 

inoculados com células HT-29 

As biodistribuições do DOTALAN-^'^Ga em animais (n=5) inoculados 

com células HT-29 injetados com atividade de 1,11 MBq/ 0,1mL, e com pureza 

radioquímica de 94 ± 0,7% (Tabelas 6a e 6b). 
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Os animais apresentaram boa captação nas células tumorais, 

depuração sanguínea mais rápida e maior el iminação renal, quando os animais 

são comparados com camundongos Swiss. 

TABELA 6a- Biodistribuição do DOTALAN -^^Ga, e m camundongos 
NUDE com células HT-29. % ATIVIDADE/ Órgão 

ÓRGÃOS/ TECIDOS 

% ATIVIDADE/ O R G A O S 

ÓRGÃOS/ TECIDOS 
1 h 4 h s 1 24 hs 

ÓRGÃOS/ TECIDOS 

Média Desvio ± Média Desvio ± Média Desvio ± 

CEREBRO 0,018 0,008 0,013 0,007 0,008 0,002 

PULMÃO 0,112 0,028 0,117 0,106 0,125 0,032 

CORAÇÃO 0,027 0,010 0,025 0,004 0,014 0,003 

BAÇO 0,043 0,007 0,054 0,018 0,048 0,011 

FÍGADO 0,997 0,194 1,035 0,363 0,710 0,060 

E S T Ô M A G O 0,028 0,017 0,038 0,011 0,023 0,016 

MÚSCULO 0,433 0,059 0,570 0,178 0,467 0,092 

RINS 0,369 0,099 0,451 0,060 0,631 0,084 

1. DELGADO 0,141 0,085 0,177 0,021 0,291 0,036 

I .GROSSO 0,037 0,015 0,110 0,031 0,274 0,072 

TUMOR 0,415 0,223 0,609 0,574 0,372 0,161 

SANGUE TOTAL/mL 1,651 0,218 0,943 0,121 0,290 0,044 
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TABELA 6b- Biodistribuição do DOTALAN -^^Ga, em NUDE 
inoculados com células HT-29. % ATIVIDADE / Grama 

% ATIVIDADE/ GRAMA 

ÓRGÃOS/ TECIDOS 1 h 4 h s 24 hs 
ÓRGÃOS/ TECIDOS 

Média Desvio ± Média Desvio ± Média Desvio ± 

CEREBRO 0,057 0,021 0,036 0,018 0,017 0,003 

PULMÃO 0,719 0,052 0,323 0,064 0,907 0,847 

CORAÇÃO 0,503 0,094 0,360 0,096 0,162 0,017 

BAÇO 0,849 0,023 0,933 0,024 1,021 0,092 

FÍGADO 1,129 0,091 1,146 0,126 1,038 0,009 

ESTÔMAGO 0,193 0,095 0,293 0,114 0,132 0,167 

MÚSCULO 0,070 0,008 0,078 0,012 0,074 0,015 

RINS 1,605 0,004 2,411 0,124 2,571 0,227 

1. DELGADO 0,203 0,136 0,223 0,072 0,357 0,056 

I .GROSSO 0,082 0,033 0,249 0,142 0,714 0,006 

TUMOR 0,605 0,013 1,281 0,054 1,761 0,076 

SANGUE TOTAL/mL 0,942 0,335 0,776 0,167 0,287 0,030 

Estudos de biodistr ibuição foram realizados com camundongos NUDE, 

que apresentam melhores viabi l idades em aceitar a xenoimplantação de células 

tumorais (ex.tumor pancreát ico AR4-2J e adenocarc inoma de cólon HT-29) que 

expressam os receptores de somatostat ina. 
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Apesar do DOTALAN reconhecer vários subtipos receptores de 

somatostat ina, ele exibe, no estudo da biodistribuição em ratos normais, e m 

comparação a outros ligantes com base no OCT, uma rápida depuração 

sangüínea. Isto parece indicar que a expressão dos receptores de somatostat ina 

(sst2.5) é baixa em tecidos normais. Di ferentemente do Octreoscan®, que também 

localiza-se no f ígado, demonstrou maior captação nesse órgão e redução da 

atividade renal, podendo refletir a natureza mais lipofílica do peptídeo DOTALAN, 

assim como menor radiação nesse órgão, quando administrado em humanos 

Apresentaram boa captação nas células tumorais, depuração sangüínea mais 

rápida e maior el iminação renal, quando os animais são comparados com 

camundongos Swiss. 

Evidentemente, as diversif icações na coordenação química dos metais 

causam mudanças no comportamento biológico. Na verdade, um estudo 

cristalográfico dos complexos Ga^^ e do Y^* no modelo do peptídeo DOTA-D-

PheNH2 mostraram diferenças na geometr ia. O complexo de gálio é 

hexacoordenado com uma geometr ia cis pseudooctahédr ica e uma unidade 

macrocícl ica múlt ipla. Em contraste, a estrutura do D0TA-D-PheNH2 - Y tem oito 

vezes mais coordenações, incluindo o oxigênio amido carboxi. O plano equatorial 

do complexo de gálio é formado por dois nitrogênios do anel cicleno e dois 

oxigonios do grupo correspondente carboxilato. As duas posições axiais são 

formadas pelo anel dos átomos de nitrogênio. O oxigênio amido carboxi não se 

liga ao metal e o grupo carboxilato livre, é desprotonado a pH fisiológico, e 

provavelmente contribui favoravelmente no tratamento com radiopeptídeos sem 

comprometer os rins e a el iminação renal 

A razão dessa preocupação é conseqüente dos rins serem os órgãos 

mais afetados e a l imitação nas doses com relação à toxicidade, inerente a 

filtração glomerular dessa classe de peptídeos e reabsorção pelos túbulos renais 

com retenção parcial, que poderá causar danos a logo tempo, dependendo do 

tipo de radioisótopo e da energia emit ida durante a terapia^^. 
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5.9. Estudos de perfusão 

A rápida proliferação celular associada ao aumento na vascular ização 

da área tumoral deriva dúvidas sobre a real af inidade do radiofármaco pelos 

receptores tumorais. 

Para responder esse quest ionamento, mesmo com atividade circulante 

a volta de 1,47%DI (razão entre 2,86 e 4,22 da % atividade/ grama no tumor, em 

camundongos Nude), a perfusão foi feita com solução salina 0,9% para a 

remoção daquela que, supostamente, estaria promovendo o aumento da 

captação tumoral . 

A lém da conf i rmação da compatibi l idade do DOTALAN-^' 'Ga 

pelascélulas HT-29, foi possível avaliar a eficácia da interação entre a célula 

tumoral e o produto, cuja potência de ligação foi preservada em níveis 

relat ivamente constantes após um tempo prolongado de perfusão (60-90minutos). 

5.10. Biodistribuição do DOTALAN-^^Ga por meio de imagens 

cintilográficas em ratos Wistar inoculados com células HT-29 

As primeiras imagens foram obtidas no Centro de Radiofarmácia (CR) 

do IPEN, quatro horas após administração de doses de 18,5 MBq do 

radiofármaco DOTALAN-^'^Ga, com uma pureza radioquímica de 98,5 ± 0,7%, em 

ratos Wistar conforme demonstrado nas Figuras 11a, 11b e 11c. 
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FIGURA 1 1 - Imagens obtidas em uma mini - câmara gama portátil 
calibrada para Ga. 
a) animal com células HT-29 na pata direita (com uma bl indagem na 
região abdominal) ; b) animal com células HT-29 no dorso; c) animal 
sadio (normal) com uma bl indaaem na reaiào abdominal . 
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O xenoimplante e m ratos foi feito por meio da repicagem das células 

or iundas do tumor desenvolvido e m camundongos Nude, Swiss e ratos Wistar, 

portanto, pertencente a terceira geração celular. 

Embora a def inição das imagens em ratos mostrou-se superior, 

comparada com as obt idas uti l izando-se camundongos (FIG 12), reproduzir 

roedores dessa classe Wistar, com tal patologia, revelou ser trabalho um tanto 

laborioso devido à freqüente abortamento das células. Por conseguinte, optou-se 

em utilizar no estudo cinti lográfico, os camundongos Swiss, e camundongos 

Nude, apesar da pequena resolução da câmara, em virtude da massa corpórea, 

A radioatividade sangüínea indica que colabora min imamente na 

resolução das imagens cinti lográficas. Entretanto, como visto nos dados da 

biodistribuição da Figura 11a, quando a massa tumoral apresenta-se em forma 

de pequeno nódulo e como apresentado na Figura 11b, um nódulo muito grande 

na região dorsal, a visibil idade pode apresentar-se compromet ida, conseqüente 

da radiação emit ida das regiões hepática e renal. Para descartar esse 

inconveniente empregou-se um subterfúgio com bl indagem de chumbo, expondo 

apenas na parte do dorso do animal inoculado com células HT-29, Figura 11a e 

procedimento semelhante foi util izado no animal sadio. Figura 11c. 

5 .11 . Biodistribuição do DOTALAN-^^Ga por meio de imagens 

cintilográficas e m camundongos Swiss inoculados com células HT-29 

Imagens cinti lográficas obt idas (Figuras 12a, 12b e 12c) no Centro de 

Medicina Nuclear da Faculdade de Medicina da USP, administrada atividade de 

37MBq do DOTAI_AN-^^Ga em camundongos Swiss inoculados com células HT-29. 
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FIGURA 12- Imagens cinti lográficas de camundongos Swiss 
inoculados com células HT-29, na região abdominal . Imagens após a 
administração do produto: a) 3 horas; b) 4 horas e c) 24 horas 

Na análise das imagens cinti lográficas (provavelmente metáses hepáticas) 

seqüenciais Figuras 12a, 12b e 12c, nota-se a evolução no mecanismo de captação 

do DOTALAN-^'^Ga pelas células patogênicas no fluir do exper imento. Para que isso 

ocorra, imagina-se que exista um sistema de rotatividade ('turnover") complexo do 

radiofármaco, no organismo, al imentado por processo de reabsorção, l iberação do 

compart imento muscular e/ou órgãos com maior incidência de captação. 
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A constante de el iminação deve ser bastante reduzida, pois não foi 

evidenciado o acúmulo da radioatividade na bexiga no intervalo a-b da figura 12, 

assim como naquela retida no corpo inteiro, posterior à primeira hora 

(Tabela 5b - 1,767 ± 0,011 % at ividade/ grama). 

5.12. Biodistribuição do DOTAUVN-^^Ga por meio de imagens 

cintilográficas e m camundongos Nudes inoculados com células AR4-2J 

Em animais portadores de células AR4-2J devido ao estágio avançado 

da enfermidade, conseqüente do tempo maior de intervalo entre a inoculação e o 

destino f inal do exper imento fez com que ocorresse formação de várias áreas 

metástat ica. 

A s imagens cinti lográficas dos animais imunodepr imidos inoculados com 

células AR4-2J foram obtidas no Centro de Medicina Nuclear (CMN) da Faculdade de 

Medicina da USP, demonstradas nas Figuras13 a e 13b. A imagem 24horas após a 

injeção do radiofármaco demonstrou uma alta captação no tumor, e também na 

região do f ígado e dos órgãos adjacentes, caracter izando possíveis áreas 

metastát icas. 
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FIGURA 13- Imagens cinti lográficas de camundongos Nudes 
inoculados com células AR4-2J , na região abdominal . Imagens 
após a administração do produto: a) 4 horas e b) 24 horas. 
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5.13. Ensaio de internalização in vitro do DOTALAN-^^Ga nas células de 

adenocarcinoma de cólon-retal humano (HT-29) 

O bioconjugado DOTALAN- ^^Ga apresentou ser um produto capaz de 

se internalizar nas células tumorais HT-29. 

Os resultados encontrados nos exper imentos a e b demonstraram 

que o DOTALAN apresenta af inidade pelos receptores das células HT-29, 

cult ivadas e capacidade de internalização TAB.8 . 

TABELA 8- % de DOTALAN-^^Ga ligada e internalizada às células de 
adenocarc inoma de colon humano íHT-29) 

ESTUDOS 

%Ligação % Internalização 

ESTUDOS 
a b a b 

Série Específica (SE) 
4,25 ±0,77 4,9 ± 0,47 82 ,61±1 ,79 58,7 ±3,37 

Série não Específica 

(SNE) 

4 ,1±0 ,69 3,4 ± 0 , 5 2 80,5 ± 2 , 1 2 53,9 ±4,75 

% Total Ligação (LT) 0,15 1,5 - -

% Total de 

Internalização (TI) 

2,1 4,8 

*LT= S E - S N E TI = S E - S N E 

Smith-Jones e cois descreveram que o tempo de permanência do 

radiofármaco DOTALAN em tecidos de animais de experimentação, ricos em 

receptores de somatostat ina, está relacionado a internalização dos l igantes e 

entrada na célula. O caráter lipofílico do octapept ideo DOTA-(M)pNal l igado ao 

radioisótopo sugere que é o principal metaboli te celular. Estudos prévios tem 
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mostrado que metabol i tes primários de quelantes conjugados de monoclonais e 

octreotídeos consistem da simples conjugação dos aminoácidos N-terminal. 

Froidevaux S e cois, 2002 demonstraram que os elétrons Auger do 

^''Ga, de baixa energia (0,1-90 keV) de marcações DOTATOC-^^Ga, comparado 

com o (radionuclídeo usado em radioterapia de tumores ricos em receptores 

de somatostat ina, com energia máxima de 2,27 MeV), é al tamente internalizado 

e l iberado lentamente das células tumorais contr ibuindo para maior deposição 

seletiva no seu alvo. Os dent is tas observaram que estudos realizados com o 

octapept ideo DOTATOC marcado com " ^ I n e apresentaram compor tamento 

similar e que o desempenho da radiomarcação com ^^Ga, foi c laramente 

superior, apresentando maior captação no tumor e baixa retenção renal, 

indicada pelos receptores de somatostat ina do tipo 2 (SST2). 



74 

6. CONCLUSÃO 

O presente estudo permit iu concluir que: 

^ O cloreto de ^^Ga deverá ser químicamente puro, com limite de contaminantes 

metál icos (Zn, Cu, Fe e Ni) inferior a 5|Lig/ mL para marcação de peptídeos. 

Para a produção do ^^Ga, a purif icação por meio de extração por solventes 

deverá ser automat izada, pois na forma manual é um processo moroso, 

necessitando de um tempo muito grande (4 horas desde o início da purif icação 

até a evaporação da solução de gálio). 

^ Para marcar bioconjugado DOTALAN com ^^Ga, o peptídeo deverá 

apresentar concentração de 10pg, o pH em torno de 5, o vo lume final da 

reação de 170nL e atividade do ^^Ga de 222 MBq (6mCi). 

^ A estabi l idade do DOTALAN-^^Ga, preservado á temperatura ambiente, 

manteve-se inalterada durante 144horas (94,95 ± 0,63%) e no plasma humano 

foi de 24 horas (96,75 ± 1,06%). 

Novos estudos de internalização deverão ser realizados com o 

DOTALAN-^^Ga e compará- los a outros análogos da somatost ina marcados, a f im 

de observar a capacidade de l igação aos receptores tumorais. 
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