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Resumo

O cancro de mama é a patologia do foro oncoldgico mais frequente na mulher
ocidental, liderando a taxa de mortalidade devida a neoplasias malignas. Estudos recentes
demonstraram que os recetores do Neuropéptido Y (NPY) se encontram sobreexpressos numa
grande variedade de tumores, nomeadamente no cancro de mama. A elevada incidéncia do
recetor Y1 (RY1) nos tumores da mama conduziu ao desenvolvimento de analogos do NPY
quer para uso diagnostico quer terapéutico. E neste ambito que se insere o trabalho
apresentado nesta tese, onde se descreve a sintese e avaliacao bioldgica de novos analogos
do NPY radiomarcados, que devem permanecer seletivos para o recetor Y1, explorando o seu

potencial como radiofarmacos para imagiologia molecular de cancro de mama.

Neste contexto foram preparados e avaliados analogos do NPY, contendo na sua

estrutura quimica o ligando DOTA para posterior marcacio com °7¢®

Ga. Os radiopéptidos de
*Ga (67GaL1 - 67GaL3) foram obtidos com elevado rendimento e elevada pureza radioquimica
(> 95%) a baixas concentracfes de ligando. A sua avaliacdo in vitro mostrou que o0s
radiopéptidos ®GaLl e ®‘GalL3 sdo estaveis em condi¢cdes fisiologicas (PBS pH = 7,4;
temperatura de 37°C) até as 48 horas de incubacdo. Além disso, os complexos sdo estaveis na
presenca de apotransferrina, uma proteina essencial ao transporte do Ferro e com capacidade
de ligacédo ao Ga*'. Adicionalmente, os complexos ndo sofreram transquelatacéo relevante na

presenca de DTPA.

Estudos de biodistribuicdo em ratinhos fémea CD-1 saudaveis revelaram que o0s
radiopéptidos em estudo (*’GaL1 — ®’GaL3) sdo rapidamente excretados por via urinaria e ndo
apresentam acumulacdo preferencial em nenhum 060rgdo ou tecido, exceto nos 0rgdos

relacionados com as vias de excrecao.

Foram efetuados estudos de internalizacdo celular dos complexos *GaLle ®GaL3 em
células tumorais MCF-7 (células do cancro de mama humano que expressam o RY1) e B16F1.
Apesar da boa captagdo celular observada em ambas as linhas celulares para o radiopéptido
®’GalL3, observou-se uma baixa internalizacdo celular, apontando para um mecanismo de
fixagcdo ndo mediado pelo recetor ou sugerindo um eventual comportamento antagonista, que

devera ser investigado.







Abstract

Breast cancer is the most common oncologic disease in western woman, leading the
mortality rate due to malignant neoplasms. Recent studies have shown that Neuropeptide Y
receptors (NPY) are overexpressed in a variety of tumors, including breast cancer. The high
incidence of Y1 receptor in breast tumors has led to the development of NPY analogs either for
diagnostic or therapeutic use. These studies prompted us to design new radiolabeled NPY
analogs, which should remain Y1l-receptor selective, to exploit their potential as

radiopharmaceuticals for breast cancer.

In this context, were prepared and evaluated new DOTA-based NPY analogs for
subsequent radiolabeling with °”/*®Ga. The radiopeptides of ®Ga (*’GaLl — *’GalL3) were
obtained in high radiochemical yield and purity (> 95%) at low ligand concentration. The in vitro
studies showed that radiopeptides ®’GaL 1 and ®’GaL3 are stable under physiological conditions
(PBS pH = 7,4; 37 °C) for up to 48 hours of incubation. Moreover, the complexes are stable in
the presence of physiological concentrations of apo-transferrin, which is a relevant protein in the
transport of iron and has the capability to bind Ga*. Additionally, the complexes do not undergo

relevant transchelation in the presence of DTPA.

Biodistribution studies in healthy CD-1 female mice revealed that radiopeptides (67GaL1
- 67GaL3) are rapidly excreted mainly by the urinary system and show no preferential

accumulation to any organ or tissue, except in organs related to excretion pathways.

Cellular internalization studies was assessed in suitable human cancer cell lines, such
as MCF-7 (human breast cancer cells expressing Y1R) and B16F1. Despite the good cellular
uptake observed in both cell lines for *GalL3 only a low cellular internalization was found
indicating a non-receptor mediated uptake or an antagonistic behavior, that should be further

investigated.
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Preambulo

O cancro de mama constitui uma das principais causas de morte do foro oncolégico
nos paises desenvolvidos, afetando predominantemente doentes do sexo feminino.
Anualmente, cerca de 1,67 milhdes de novos casos de neoplasia da mama séo diagnosticados
a nivel mundial, a maior parte dos quais revela prognéstico reservado.’ Nos Gltimos anos, a
taxa de sobrevivéncia aumentou devido a introducdo de medidas de rastreio, novas
modalidades de diagnéstico, novas técnicas cirdrgicas como a mastectomia radical e conceitos
inovadores ao nivel terapéutico como a radioterapia (RT), a quimioterapia (QT) e a terapia

hormonal (HT).?

Apesar da eficacia da cirurgia no tratamento de tumores de mama em estadios
precoces com doenca localizada, repercussdes graves de indole fisico e/ou psicossocial estao
associadas a técnica. A radioterapia e a quimioterapia estéo disponiveis, mas a sua eficacia é
limitada por efeitos colaterais graves e pelo desenvolvimento de multi-resisténcia a farmacos.
Assim, torna-se indispenséavel implementar novas ferramentas diagnésticas com o objetivo de
detectar precocemente as altera¢cdes tumorais e minimizar o recurso a técnicas invasivas e,

ainda selecionar alvos terapéuticos especificos para otimizagdo e personalizacdo da terapia.

Neste contexto, a introdugcdo das técnicas nucleares de imagem como a Tomografia
por Emissdo de Fotdo Unico (SPECT) e a Tomografia por Emissdo de Positrdes (PET)
possibilitam a detecdo tumoral em estadios mais precoces comparativamente aos métodos
convencionais de diagndéstico, sustentados em alteracdes morfolégicas — Mamografia,
Ultrassonografia, Tomografia Computorizada (CT) e Ressonancia Magnética (RM) — e
associados a valores de sensibilidade e especificidade muito variaveis. Além disso, a detecéo
in vivo e caracterizacdo tumoral por sondas imagiolégicas permitiu a classificacdo dos
diferentes processos tumorais como a proliferacdo, a angiogénese e a metastizagao, sendo
possivel monitorizar a biologia tumoral. Adicionalmente, o desenvolvimento de sistemas
hibridos como a SPECT/CT, a PET/CT e a PET/RM permitem obter informacdo anatémica e
funcional simultaneamente, contribuindo para minimizar as limitagbes de resolucdo espacial

associadas as técnicas de imagiologia molecular.®*

Os péptidos reguladores atuam em muiltiplos alvos moleculares. A sobreexpressao de
muitos recetores peptidicos em processos tumorais tornou os péptidos agentes atraentes para
diagnéstico e terapia de tumores. Recentemente, confirmou-se a expressao dos recetores Y
em varios processos neoplasicos, nomeadamente no neuroblastoma, nos tumores do estroma
gastrointestinal (GIST), no carcinoma das células renais e nos tumores da mama. Reubi et al.
descreveram a sobreexpressdo do RY1 em 85% dos carcinomas da mama e em 100% das
metéastases linfaticas enquanto o tecido mamario saudavel expressa preferencialmente o
recetor Y2. Como o recetor do subtipo Y1 do NPY esta abundantemente sobreexpresso no

cancro de mama, pode ser considerado um alvo inovador bastante promissor para a sua
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detecdo in vivo, visto que o NPY ativa estes recetores com uma afinidade na ordem dos

nanomolar.””

Neste contexto, varios analogos do NPY foram desenvolvidos com afinidade dirigida ao
recetor do subtipo Y1, nomeadamente o [Leu®",Pro*|NPY e o [Phe’, Pro*/|NPY. Recentemente
surgiu o primeiro analogo seletivo para o RY1 com atividade agonista, o [Pro*’-Nle*-Bpa®-

Leu®]NPY (28-36), potencialmente til na detecdo de cancro de mama.®®*

A PET é uma técnica de diagnéstico que requer o uso de is6topos emissores de
positrdo com semi-vida curta como o ‘°F, o ''C, o O e o *N. Alternativamente podem ser
utilizados radiometais como o ®Ga. A introducdo do gerador de *®Ge/®*Ga independente da
instalacdo de um ciclotrdo in situ e com favoravel razdo custo/beneficio permitiu a obtencao do
®Ga de uma forma continua nos centros de Medicina Nuclear. O gerador ®*Ge/®®Ga pode
contribuir e facilitar a formulagdo de novos radiofarmacos para aplicacdo em PET — como os ja
existentes ®Ga- 4cido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético (DOTA) -

%MT¢ com uso

Octredtido — numa dimensao comparavel a implementacéo do gerador de ®Mo/
em SPECT, conduzindo a um novo impacto clinico no diagnéstico em Medicina Nuclear através

da PET.

A Quimica de Coordenacdo do Ga® em conjuncdo com a introducdo de ligandos
bifuncionais permitiu o desenvolvimento de complexos de **Ga funcionalizados com moléculas
biologicamente ativas. Além disso, o ®Ga é um emissor de positrdo com um tempo de semi-
vida (1) fisica de 67,71 minutos (min), o qual é compativel com a farmacocinética da maioria

dos radiofarmacos compostos por moléculas de baixo peso molecular e pequenos péptidos.*°

E neste ambito que se insere o trabalho apresentado nesta tese em que se pretende

67/68

desenvolver sondas imagiologicas de Ga com elevada afinidade e selectividade para o

recetor do subtipo Y1 do NPY para detecdo de cancro de mama em estadios precoces.
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1. Introducéo

1.1. Cancro de mama

1.1.1. Patogénese e diagnostico
Apesar dos avangos a nivel do diagnéstico e terapéutico, o cancro de mama ainda
constitui uma das principais causas de morte em Oncologia nas sociedades desenvolvidas,
verificando-se um aumento global na sua incidéncia com 1,67 milh8es de novos casos por ano,
correspondendo a 25% dos diagnésticos em patologia oncolégica. Em Portugal, a incidéncia de

cancro de mama é de 12,4% e a prevaléncia aos 5 anos em 18,1%.""*

A probabilidade de desenvolvimento de cancro de mama é condicionada por fatores
como: predisposi¢do genética (expressdo dos genes BRCA1 e BRCAZ2), hiperplasia atipica do
tecido mamério, antecedentes pessoais de tumor do ovario ou endométrio, terapéutica
hormonal com estrogénio e progesterona, exposicdo a radiacdo ionizante, nuliparidade,

aumento da idade, regime alimentar e habitos etilicos.”*?

As duas variantes histoldgicas principais séo a lobular e a ductal. O estadiamento da
patologia é definido pela extens&do local do tumor (T), o envolvimento ganglionar (N) e a
existéncia de depoésitos secundéarios (M), classificados no sistema TNM. A secundarizacdo
tumoral ocorre, predominantemente, nos ganglios linfaticos e esqueleto e, também no

mediastino, pulmdes e fl'gado.2

No diagnoéstico de cancro de mama recorre-se a estudos anatomo-histologicos,
modalidades de imagem morfologica (mamografia, ecografia mamaria, CT e RM) e técnicas de
imagem funcional [SPECT, PET e Mamografia por Emissdo de Positrées (PEM) com [18F]-2-

fluoro-2-deoxi-D-glicose (*°F-FDG) e a Espectroscopia de Infravermelho Préximo (NIRS)].***

Nas modalidades terapéuticas incluem-se: (i) a cirurgia (conservadora ou mastectomia
total na doenca localizada), (i) a RT e (iii) a terapia sistémica (QT e bifosfonatos na
metastizacdo 0ssea). As novas abordagens terapéuticas incidem na medicina personalizada,
tendo em conta a expressdo de biomarcadores como o recetor de estrogénio (RE), o recetor 2
do fator de crescimento da epiderme humana (HER2) e/ou o recetor da progesterona (RP), a
uroquinase-inibidor do ativador da plasminogénio (uPA-PAI1l) e o Ki67. Outro método
terapéutico inclui a administracéo sistémica de radiofarmacos que se concentram em locais de
turnover 6sseo. As metastases 6sseas de cancro de mama induzem uma resposta

osteoblastica conduzindo a uma hipercaptacéo do radiofarmaco.***°

1.2. Medicina Nuclear e radiofarmacos: consideragdes gerais

A Medicina Nuclear permite simultaneamente o diagndstico imagiolégico nao invasivo
elou o tratamento da patologia, através da administracdo em concentracdes baixas (10° a 10
M) de um isétopo radioativo associado a uma molécula especifica para dirigir e transportar o

radionuclideo para o tecido patoldgico, denominando-se este complexo como radiofarmaco.'®*®
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Os radionuclideos incorporados nos radiofarmacos de diagnéstico e/ou terapia diferem
nas propriedades fisicas, nomeadamente no tipo e energia da radiacdo emitida e no ty,. Os
radionuclideos utilizados na preparacdo de radiofarmacos sao produzidos em reatores

nucleares ou em ciclotrdes.*®*°

Em terapia o radionuclideo é emissor de particulas carregadas —a, 3, eletrées (e’) de
conversédo interna ou e Auger — caracterizadas por baixo poder de penetracdo e elevada
transferéncia linear de energia. Como exemplos de radionuclideos com interesse em terapia

podem-se citar 0 *!1, 0 °°Y, 0 *’Lu, 0 **Re, 0 °Sr, 0 ***Sm, 0 ?**Bi e 0 **Ra, entre outros.”**

Os radiofarmacos usados em diagndstico incluem um radionuclideo emissor de fotées
v, emitidos diretamente pelos radionuclideos ou resultantes da interagéo de positrées (B*) com
eletrdes do meio. Os fotdes y apresentam baixo poder de ionizag¢do e elevada capacidade de
penetracdo nos tecidos, permitindo a eficiente detecdo externa. O t;, deve ser curto para
minimizar a dose de radiacdo, mas suficientemente longo para permitir a preparacao,

distribuicdo e acumulagéo do radiofarmaco no 6rgéo/tecido alvo e a aquisicao de imagem.*®?®

Os radiofarmacos podem ser classificados em radiofArmacos de primeira geragdo ou
perfusdo e radiofarmacos de segunda geracdo ou especificos. A biodistribuicdo dos
radiofarmacos de perfusao é determinada pelas propriedades quimicas e fisicas do composto
radioativo como o tamanho, a carga e a lipofilia do complexo. Os radiofarmacos atingem o
o0rgdo-alvo na proporcdo do fluxo sanguineo e ndo apresentam locais de ligagao

especificos.*®'?

Os radiofarmacos especificos incluem uma molécula biologicamente ativa como um
anticorpo ou um péptido com elevada afinidade e selectividade para um recetor expresso em
determinado 6rgdo/tecido, bem como, substratos ou inibidores de enzimas, aclUcares ou
nucleétidos. Para a preparacgdo de radiofarmacos especificos contendo um metal s&o utilizados
ligandos bifuncionais (LBF) que apresentam capacidade para coordenar e estabilizar o metal e
gue, ao mesmo tempo, apresentam grupos funcionais adequados para ligagdo a biomolécula e

um espacador que permite a ligagdo entre o LBF e a biomolécula (figura 1.1).""%4*°

Célula
Tumoral

Recetor Péptido Espacador LBF + Radionuclideo

Figura 1.1 Abordagem bifuncional para concecao de radiofarmacos especificos de elementos metalicos.?

As duas modalidades para obtencao de imagem para fins de diagnostico sdo a SPECT
e a PET. A emisséo radioativa é detetada por cAmaras especificas constituidas por detetores
de radiacao e eletronica que a transformam em sinal, podendo posteriormente ser reconstruida

para uma imagem bi ou tridimensional com acumulagdes radioativas proporcionais a captacao
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do radiofarmaco. A utilizacdo da SPECT e da PET em contexto clinico € influenciada pelos
seguintes fatores: i) custo, ii) sensibilidade e resolucdo da técnica e iii) disponibilidade do
radionuclideo apropriado.*’

A modalidade SPECT baseia-se na aquisicdo de imagens adquiridas a partir de
eventos radioativos provenientes de radiofarmacos constituidos por radionuclideos emissores
de fotdes y com energia idealmente compreendida entre os 100 e os 150keV através de uma
camara-gama constituida por detetores de radiacdo que integram um cristal de Nal(T1).* A
sequéncia de imagens planares € adquirida em torno de uma 6rbita pré-definida e,
posteriormente, submetida a métodos de reconstrucdo de imagem que a tornam numa imagem

anica tridimensional. O %™ 123

111
(0]

Tc € o principal radionuclideo utilizado em SPECT, sendo que o

In e 0 ®’Ga tém também um papel relevante no diagndstico com esta técnica.*’***’

As imagens PET baseiam-se na detecdo em coincidéncia de dois fotdes y de 511keV,
resultantes do processo de aniquilagdo de um eletrdo, do meio biolégico em estudo, com um
positrdo resultante do decaimento de radionuclideos instaveis com excesso de pro'[€>es.19 Os
fotbes y de 511keV sdo emitidos, numa primeira aproximagédo, em direcdo diametralmente
oposta. A detegdo simultanea destes eventos por detetores define uma linha reta, denominada
de linha de resposta, ao longo da qual se assume a ocorréncia do processo de aniquilagédo. A
localizacdo da aniquilacdo é estabelecida por colimacdo eletrénica com base numa janela
temporal definida. A maior parte dos radionuclideos com interesse em PET séo de elementos
nao metalicos (*'C, N, 0, '®F) em diferentes classes de biomoléculas como derivados de
aminoacidos, nucleésidos ou ac;ucares.”’”’28 Os emissores B de elementos ndo metélicos
apresentam um t;;, muito curto que condiciona a sintese dos radiofarmacos e limita a sua
utilizacd@o clinica. Por esta razdo, devido as suas propriedades quimicas favoraveis, alguns
radiometais emissores de positrdes como o **Cu e o *®Ga tém vindo a assumir uma importancia
crescente na investigacao de radiofarmacos para PET. O ®Ga tem a vantagem de poder ser
obtido a partir de um gerador *Ge/*®®Ga.*®***

A complementaridade com a CT ou a RMN e os softwares especificos de fusdo
transformaram a SPECT e a PET técnicas hibridas com melhores propriedades de aquisi¢éo e
interpretacdo de imagem. A imagem de fusdo com a CT possibilita a correcdo de atenuacéo e

0 mapeamento anatémico.**°

1.3. Radiofarmacos no diagnéstico de cancro de mama

O desenvolvimento de sondas de imagem molecular com aplicacdo ao cancro de
mama permitem entender os mecanismos moleculares ou a acgdo de determinados farmacos
durante o processo de diagnostico e terapéutica. Os recetores hormonais de estrogénios e
progesterona, os recetores de fatores de crescimento [HERZ2, recetor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR), recetores dos fatores de crescimento insulina tipo-1 (IGF-1R)], os fatores
angiogénicos [recetores dos fatores de crescimento vascular endotelial (VEGFR), integrinas
ayBs], entre outros, foram considerados alvos especificos para a detegcdo e monitorizagdo da

terapéutica no cancro de mama (figura 1.2).**
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IGF1-R

Figura 1.2 Sondas moleculares para diagnéstico de cancro de mama.

Nucleoside
transporter

Tumor cell

Integrin x

PET (*°F,"C,%cu, *Ga, entre outros)

SPECT (*"Tc, *'In, ®’Ga, entre outros)

Anticorpo, péptido ou subsequéncia peptidica

31,32

Na tabela 1.1 estdo descritas algumas sondas moleculares com interesse para o

diagndstico de cancro de mama e descreve-se de forma sucinta a sua aplicacéo.

Tabela 1.1 Sondas moleculares para diagndstico de cancro de mama em uso clinico e em investigagéo.**

Recetor/ Biomarcador

Radiofarmaco

Modalidade de Imagem

Metabolismo da Glucose BEFDG PET
Sintese de DNA BE.FLT; M C-timidina PET
8E_Fluoro-17p-estradiol e seus analogos PET
RE 18E_Fluorotamoxifeno PET
RP 18E_fluoro-16-a-metil-19-norprogesterona PET
89Zr-Trastuzumab PET
HER2 "n-Trastuzumab SPECT
*®Ga-ABY-002 PET
EGFR [*'C]-PDas303s PET
IGF-1R 87r ou "in - R1507 PET/SPECT
VEGFR #Cu-DOTA-VEGF(DEE) PET
8F_galacto-RGD PET
Integrinas ®4Cu-DOTA-dimero RGD PET
99MTc.NC100692 SPECT

z

A ®F-FDG é o radiofarmaco para PET mais utilizado no ambito oncol6gico. O

transporte de FDG, um analogo da glucose, € realizado através da membrana plasmaética pelos

transportadores da glucose, o Glut-1 e o Glut-3. O FDG é convertido em FDG-6-fosfato sob

accdo da hexoquinase. Por auséncia do grupo hidroxilo na posicdo 2, ndo € possivel a

metabolizacdo do FDG, ocorrendo uma acumulagdo intracelular em tecidos metabolicamente

ativos.3+*
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A ®F-fluorotimidina (FLT) é um analogo da piridina que sofre fosforilacdo na fase S do
ciclo celular pela timidina-quinase 1. Assim, a sua utilizacdo em PET permite estudar processos
de proliferacéo celular, permitindo a detecéo de tumores de mama e metastases loco-regionais.
Os resultados obtidos indicaram que a utilizacdo do '®F-FLT é vantajosa para avaliacdo de
resposta terapéutica, dado que se notou diminui¢cdo da captacdo tumoral em pacientes sujeitos

a Docetaxel® 33

O RE é um fator de transcricdo que controla a proliferacéo celular no cancro de mama
e sdo conhecidos dois subtipos: o subtipo a (recetor no cancro de mama) e o subtipo . Os
estudos efetuados com radiofarmacos com ligacdo aos recetores de estradiol revelaram
fixagdo proporcional a quantidade de estradiol a encontrado nas células malignas através de
andlises imunohistoquimicas, o que permite inferir a sua importancia no diagnostico inicial e
follow-up terapéutico. No entanto, nem todos os subtipos de células malignas mamaérias

causam um aumento de estradiol.***°

O RP é crucial para o crescimento tumoral mamario. As moléculas utilizadas nos
radiofarmacos deste tipo sdo progestinas esterdides. Devido a alteracBes hormonais
fisiolégicas e concentracbes de progesterona noutros 6rgéos, atribuem-se piores resultados a

estes radiofarmacos em relacéo aos recetores do estradiol.*"**

O HER2 esta presente em 25-30% dos tumores da mama e regula mecanismos de
proliferac@o celular. O Trastuzumab (Herceptin®) € um anticorpo que se liga seletivamente ao

111

HER2, pelo que tém sido desenvolvidas sondas radioativas com ***In e ®Zr para diagnéstico e

monitorizacao terapéutica de cancro de mama.***"*®

Os IGF-1R séo recetores de tirosinas transmembranares que sinalizam a proliferagcéo e
sobrevivéncia celular. Heskam et al. sintetizou o R1507 (anticorpo monoclonal) com 897r ou
Mhn para aplicacdo em PET ou SPECT, respetivamente. Os resultados obtidos demonstraram
diminuicdo da expresséo do IGF-1R ap6s HT, o que indica que esta técnica pode ser utiliza na

monitorizacao e predicdo terapéutica individual em pacientes com tumores da mama.***

O VEGFR é representativo do processo de revascularizagdo envolvido na angiogénese
tumoral. Assim, os anticorpos associados aos radiois6topos permitem a visualizacdo da
angiogénese das lesdes primarias e respetivas metastases. As integrinas correspondem a
recetores de adeséo celular e encontram-se aumentadas no cancro de mama e processos de
metastizacdo. Varios estudos descrevem a complexacdo de péptidos a radionuclideos
formando radiofarmacos com afinidade para estes recetores, permitindo predizer a existéncia
de neoplasia da mama. Os resultados obtidos séo promissores ao nivel destes radiofarmacos
sendo que sdo ineficazes no controlo terapéutico, dado que o processo de angiogénese nao

permite predizer qual a evolucdo das lesges.****

1.4. Sondas radioativas baseadas em radiometais

Um grande namero de radionuclideos com propriedades nucleares interessantes para

aplicacdo em Medicina Nuclear sdo radiometais, pelo que existe um grande interesse em
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desenvolver radiofarmacos especificos com is6topos radioativos de elementos metdlicos.
Contudo, trata-se de uma tarefa complexa, uma vez que é necessario associar a biomolécula a

um dado radiometal sem alterar significativamente as suas propriedades biol6gicas.

A abordagem bifuncional tem sido a mais explorada e pode-se considerar que contém:
i) um radiometal, ii) um LBF, iii) um espacador e iv) uma sonda biol6gica com afinidade para
um determinado alvo. Geralmente, o vetor € uma biomolécula (péptido, anticorpo ou fragmento
de anticorpo) com elevada afinidade para determinados recetores sobreexpressos em células
tumorais; as biomoléculas sdo os veiculos que permitem o transporte de radioatividade
especificamente para o tumor. O radiometal é escolhido com base no objetivo de uso clinico do
radiofarmaco: radionuclideos emissores y ou B* para diagnéstico ou radionuclideos emissores
a, B ou de e de Auger para terapia, como ja referido anteriormente. O LBF contém um
conjunto de atomos doadores capazes de coordenar e estabilizar o metal e, ao mesmo tempo,
apresenta grupos funcionais para ligagdo a biomolécula. A selecdo do LBF é determinada pela
natureza e pelo estado de oxidagdo do metal, podendo incluir um espacgador entre o metal e a
biomolécula. O espacador permite afastar o quelato da biomolécula, minimizando possiveis
interferéncias com a parte biologicamente ativa, podendo ainda ser usado para modelar o perfil

farmacocinético dos compostos.*’ #4243

Na selecdo dos componentes deve considerar-se a sua complementaridade. Por
exemplo, de existir um compromisso entre o tempo de semi-vida biolégico da biomolécula com
0 tempo de semi-vida fisico do radionuclideo. Em geral, radiometais com tempos de semi-vida
longos devem ser incorporados com biomoléculas com elevados tempos de semi-vida biologica
(como os anticorpos) e, cuja circulacdo sanguinea e acumulacdo no tumor sdo prolongadas.
Por outro lado, isétopos com tempos de semi-vida curtos devem ser conjugados com
biomoléculas de tempos de semi-vida biolégicos curtos (como pequenas moléculas ou
péptidos), cuja clearance sanguinea e acumulacdo no tumor sdo répidas e, portanto,

adequadas ao t;,, do radionuclideo.’

Varios radiometais foram considerados para uso clinico em imagem nuclear. A
introducdo do gerador de ®Ge/*®Ga e a quimica de coordenacdo bem estabelecida do Ga**
contribuiram para a utilizagdo crescente de ®®Ga na formulagdo de novos radiofarmacos para

aplicacdo em PET.

1.4.1. Gélio

1.4.1.1. Propriedades quimicas/radioguimicas e comportamento in vivo do Galio

O Gélio é um elemento metdlico do grupo IlIA da tabela periédica e, em solugdo
aguosa existe unicamente no estado de oxidagdo +3. O Ga(lll) apresenta elevada afinidade
para o OH numa gama alargada de valores de pH, o que condiciona fortemente a preparacdo
de radiofarmacos. Em solugdo aquosa os catides hidratados de Ga®', [Ga(H,0)e]*", s6 sdo
estaveis em condi¢des acidicas (pH<4) . De facto, quando se aumenta o pH da solucdo aquosa
(pH>4), na auséncia de ligandos adequados, observa-se a formacao de hidréxidos insolluveis

de Ga(OH)z;, e para valores de pH superiores a 7, o [Ga(H20)6]3+ hidrolisa, ocorrendo a
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formacado do anido galato [Ga(OH),], o que pode conduzir a processos de desmetalacdo dos

complexos.'*20:4445

O ido Ga** pode ser classificado como “acido duro” de Lewis formando complexos
termodinamicamente estaveis com ligandos considerados “bases duras” de Lewis. Estes
ligandos contém atomos doadores de azoto e oxigénio, tais como grupos carboxilato, fosfonato,

hidroxamatos e aminas.*

A quimica de coordenacdo do Ga(lll) é muito semelhante a do Fe(lll) o que tem
importantes implicacdes no que respeita a sua utilizagdo na preparacéo de radiofarmacos. Para
poderem ser aplicados como radiofarmacos, os radionuclideos de Galio devem ser
estabilizados com ligandos que formem complexos de Galio termodinamicamente estaveis
relativamente & hidrolise a pH fisiolégico e cineticamente inertes para evitar reacdes de
transquelatacdo dos complexos durante o tempo de uso clinico por troca de ligando com a
proteina transferrina presente no sangue. A transferrina contém dois locais de ligacdo para o
Ferro, apresentando elevada afinidade para este ido metalico, e também tem afinidade para o
Ga®". As constantes de estabilidade dos complexos Ferro-transferrina (logk;=22,8 e logk,=21,5)
sé@o mais elevadas comparativamente as constantes de estabilidade dos complexos de Galio
com a transferrina (logk;=20,3 e logk»,=19,3). Neste contexto, os complexos de Ga*® devem
apresentar estabilidade superior comparativamente aos complexos Ga-transferrina ou serem
cineticamente inertes para ndo ocorrer troca com a proteina, o que poderia resultar numa

acumulacao do metal a nivel pulmonar e hepatico.'%*"2%4

Em Medicina Nuclear, os dois radioisétopos mais usados sdo o ®’Ga (SPECT) e o *®*Ga
(PET). O *’Ga decai 100% por captura eletrénica (CE) [ty, =78,3 horas, E,=93keV (40%),
184keV (24%), 296keV (22%) e 388keV (7%)] e encontra-se disponivel na forma quimica de
Citrato de Galio. A producéo em ciclotrdo implica o transporte do radiois6topo aos centros de
diagndstico. O ®’Ga é administrado via endovenosa (e.v.) na forma de Citrato de Galio para (i)
diagnéstico, estadiamento e monitorizagao da resposta terapéutica de varios tumores, como o

linfoma e o rabdomiossarcoma e (ii) detecéo de patologia inflamatéria/ infeciosa. 19.47

O interesse na producdo de ®Ga surge pelas caracteristicas fisicas adequadas a
aplicagdo em PET com um ty,= 67,71 minutos, emissdo de positréo (B"=89%, Eg.= 1,92MeV) e
energia média por desintegracdo de 740keV, permitindo uma melhor resolucdo espacial

comparativamente ao isétopo mais usado em PET, o *®F.?**

1.4.1.2. Gerador de *®*Ge/**Ga
A introducé@o do gerador de ®Ge/®Ga independente da instalacdo de um ciclotrdo in

situ permite a formulacdo de novos kits que podem ser reconstituidos e radiomarcados em

99m- . 49
Tc.

tempo util, como acontece com o c

Os primeiros sistemas de geradores *®Ge/®®Ga eram constituidos por matrizes
inorganicas de Al,O3; ou ZrO,. O ®Ge encontrava-se fixo na coluna e procedia-se a elui¢cdo do
®®Ga com uma solucdo de 5mM de acido etilenodiaminotetracético (EDTA), obtendo-se o

®Ga(EDTA). Posteriormente substituiu-se a matriz de Al,O3 por Sb,0s e 0 EDTA por uma
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solucdo de oxalato de sédio (2%). Contudo, o 8Ga continuava a ser obtido na forma de
complexo o que limitava a sua utilizacdo. O grande impacto no desenvolvimento de sondas
radioativas de ®*Ga ocorreu quando se desenvolveram geradores para obtencdo de *°Ga®,

105051 Neste contexto foram desenvolvidos diversos sistemas de

livre de agente complexante.
geradores em que 0 ®8Ga é eluido na forma iénica em solucdes aquosas de HCI com diferentes
concentragdes. As eventuais impurezas do eluido sdo o ®®Ge, 0 metal proveniente do
enchimento da coluna e o Zn (resultante do decaimento de *Ga). De forma a reduzir o nivel de
impurezas, acoplaram-se médulos automaticos de purificacdo aos geradores desenvolvidos.

(figura 1.3).10'52'53

Figura 1.3 Gerador de ®*Ge/*®*Ga.>*

As diferencas entre as propriedades quimicas entre o Ge(lV) e o Ga(lll) permitem a

separacio eficiente dos dois ides.’**?

59Ga(p,2n)*2Ge
271
EC=100%
ESGa
68
min/ BT 1.899 MeV (B9%)
58Zn /o ECi11%)
-

Figura 1.4 Esquema de decaimento do 8Ge.*

O *%Ge é produzido num acelerador através da reacgdo nuclear principal (p, 2n) em
alvos de *Ga (figura 1.5)."°
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68Ge T T T (p, 2n)
£2708d i

Ga %Ga ®Ga
g nop’ g 19 60.1%
783 h 68.3m
%Zn
27.9%

Figura 1.5 Produc&o de *®Ge pela reacéo (p,2n) em alvos de *Ga.™

O uso do gerador *®Ge/*®Ga permitiu 0 desenvolvimento de péptidos marcados com
®Ga, nomeadamente de sondas radioativas para detecdo dos recetores da somatostatina. Um
composto promissor o [*"*®*Ga-DOTA, Tyr3]-octreétido (*"*®Ga]-DOTA-TOC) (figura 1.6) mostrou
elevada afinidade para o recetor da somatostatina 2 (sst,), sendo considerado o novo gold
standard para dete¢do de tumores neuroenddécrinos (TNE). Outros analogos da somatostatina
foram marcados com °®’®Ga como o [DOTA,1-Nal’joctredtido (DOTA-NOC) e
[DOTA, Tyr* Thr¥|octredtido (DOTA-TATE).>>*®

L,

o CH o :
T | M
S JL

(a)

L ’ . ’ v
Y & & & &
| ' . . ‘ K : : ‘ ..

- ® . e .
20min p.i. 40min p.i. 1h p.i. 1h20 p.i. 1h40 p.i.
(b)

Figura 1.6 Férmula estrutural do DOTA-TOC (a) e farmacocinética do 8Ga-DOTA-TOC num paciente
com TNE do pulméo (b)."

Varios péptidos marcados com ®®Ga estdo em estudo clinico, entre eles:

l. o] [68Ga-DOTA]bombesina, um péptido com ligagao a trés subtipos de recetores
da bombesina, sendo usado para detecdo de tumores do estroma

gastrointestinal, cancro do colon e cancro da préstata;59
. o [®Ga]-DOsA-CH,CO-Gly-4-aminobenzoil-Q-W-A-V-G-H-L-M-NH,  (*Ga-
AMBA), um péptido que se liga a dois recetores da bombesina [neuromedina B

(NMB) e recetor do péptido libertador da gastrina (GRP-R)];*°

11
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Il o [*®Ga-DOTA-D-Glu]Gastrina em estudo para detecdo de tumores medulares
10,58

da tiréide.

1.4.2. Ligandos bifuncionais para o Gélio
Um ligando que apresenta uma funcionalidade que permite uma ligacdo covalente a um
determinada sonda bioldgica, como um péptido ou anticorpo e, que por outro lado permite a

ligacdo a um metal catidnico designa-se de quelato ou ligando bifuncional.*

Os LBFs podem ser agrupados em duas classes: aciclicos (cadeia aberta) e
macrociclicos (cadeia fechada). Geralmente, os LBF aciclicos apresentam menor inércia
cinética comparativamente aos macrociclicos, mesmo quando a estabilidade termodinamica é
comparavel. Os LBF aciclicos apresentam rapida cinética de ligacdo ao metal relativamente
aos macrociclicos, o que pode ser uma vantagem significativa quando usados is6topos de ty,
curto. Apesar das propriedades de coordenacgdo especificas de cada metal, alguns LBFs séo
transversalmente usados em varios metais. A figura 1.7 mostra a estrutura de alguns ligandos

aciclicos explorados na quimica do galio.'”?%1%2

O EDTA (N,O,) e o acido dietilenotriamino-pentaacético (DTPA) (N3;Os) sdo os ligandos
aciclicos mais explorados em quimica radiofarmacéutica. O DTPA tem sido extensivamente
usado para complexagdo com varios metais como o Cu(ll), o Ga(lll), o In(lll), o Y(Ill) e 0
Zr(Iv). %

A desferrioxamina (DFO) (O¢) € um quelante aciclico com aplicacdo em terapia para
complexacdo com ferro. O ligando € constituido por trés grupos hidroxamato para quelatacdo
com o metal e uma amina terminal primaria para conjugacdo com biomoléculas. Devido as
semelhancgas entre o Fe(lll) e o Ga(lll), o DFO também €& usado em complexos de Ga(lll)
resultando em complexos com elevada estabilidade termodindmica para conjugacdo a
pequenas moléculas ou péptidos. No entanto, demonstrou-se que baixas concentracdes

(<50nM de DFO) afetam a estabilidade do complexo DFO-Ga®*.>3%364

HO. 0o HO 0 N H0/
)
0 N/\I( N~ 07 oH

OH H o H NH
(o) [0
HO HO
o \

N N, N
HO ° Q;\(,H oé[on of}r\'uz
@) (b) () (d)

Figura 1.7 LBF aciclicos: (a) acido citrico, (b) EDTA, (c) DTPA e (d) DFO.*

Os ligandos macrociclicos (figura 1.9) sédo considerados os mais adequados para

estabilizar o 57/

Ga devido a sua estrutura pré-organizada. Estes ligandos polidentados ciclicos
contém atomos dadores incorporados no anel e grupos substituintes ligados ao esqueleto do
anel. As principais vantagens que distinguem os macrociclos dos ligandos lineares sdo a

elevada estabilidade dos complexos formados e a especificidade e seletividade relativamente

12
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aos catibes a coordenar. A maior desvantagem reside na cinética lenta de formacdo dos
complexos que é, no entanto, compensada pela igualmente lenta cinética de dissociacdo dos
mesmos. Ao encapsularem o i&o metalico, protegem-no eficazmente de ligandos competidores,
nomeadamente, no caso do Galio, da transferrina (proteina plasmatica transportadora de ferro),

o principal competidor para 0 Ga*>* na corrente sanguinea.'”>*

O acido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triacético (NOTA) (N30O3) e 0 DOTA (N,O,4) sdo os
ligandos macrociclicos mais explorados para complexacdo com Ga(lll). Ambos apresentam um
braco carboxilico que pode ser utilizado em estratégias de conjugacao para formar ligacdes

peptidicas.'”®

O NOTA é comummente utilizado na complexacdo com Ga(lll) (log Ky. = 31,0),
formando complexos hexadentados.”” O NOTA tornou-se atrativo para o uso com o Ga*', dado
que permite a marcagdo a temperatura ambiente o que pode ser vantajoso quando usadas
biomoléculas que se degradem a temperaturas elevadas, sendo que os complexos finais

apresentam elevada estabilidade in vivo.*>®’

O DOTA é muito estavel para radiometais trivalentes, nomeadamente o Ga (lll) (log

KML:21,3).17O proquelato monoreativo DOTA(t-Bu); (figura 1.8) pode ser acoplado ao terminal

N dos péptidos.**®

-] oH WO & "Bud [ oH
] [
N L]
N ] W
oH HO
‘BuD o o -

@) (b)
Figura 1.8 Formula estrutural do DOTA (a) e do proquelato monoreativo DOTA(t-Bu)3 (b).10

A constante de estabilidade termodinamica dos complexos de Ga-DOTA é inferior aos
complexos Ga-NOTA, justificada pela cavidade de maiores dimensdes do DOTA. Assim, 0s
ligandos triaza apresentam elevada capacidade conformacional e tamanho seletivo para os

ies Ga(lll), pelo que podem encapsular os ides com elevada selectividade.®®"°

Apesar do NOTA formar complexos de maior estabilidade e a cinética complexacao ser

mais rapida comparativamente ao DOTA (implicando tempos de reagdo e temperatura

superiores para complexagcdo com o 67/68

Ga), este Ultimo tem sido escolhido como LBF,
mostrando biodistribui¢cdes in vivo favoraveis. Este facto mostra a importancia do compromisso
entre a estabilidade metal-complexo sem comprometer a biodistribuicdo do biovetor. A
complexacao com o DOTA implica o uso de temperaturas elevadas, o que pode condicionar a

integridade das biomoléculas.*"*

13



Anélogos do Neuropéptido Y marcados com ®’Ga para Imagiologia Molecular dos Recetores Y1 no Cancro de Mama

o]
q\‘\ O\. ,R
F—OH P
OH {:‘ — _,'---ﬁ-"'o {. ~aH
N/v - M N\"\ ;:IH Ii__N ’\
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o
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Figura 1.9 LBF macrociclicos: (a) NOTA, (b) DOTA e (c) TRAP.*

O 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-tris[metil(2-carboxietil)acido fosfinico] (TRAP) (N3O3) é
um novo ligando da familia dos macrociclicos que apresenta elevada estabilidade

termodinamica para o Ga(lll) (log Ky =26,2)."

1.3.3. Sondas radioativas

Varios recetores estdo sobreexpressos em determinados tumores, pelo que
determinadas biomoléculas radiomarcadas, que se ligam a esses recetores, podem ser usadas
qguer para visualizar cintigraficamente as alteragdes tumorais, quer para aplicar terapéutica
dirigida. Vérias biomoléculas tém sido usadas para alvejamento de recetores nomeadamente
anticorpos, fragmentos de anticorpos, péptidos, pequenas moléculas e, mais recentemente,
nanoparticulas ou oligonucleétidos tém sido conjugados a LBFs. Cada classe de biomoléculas
tem diferentes propriedades biol6gicas, como ty, bioldgico, sendo que estas caracteristicas
devem ser conjugadas com as caracteristicas do radionuclideo. Em geral, a dimenséo
molecular influencia a clearance sanguinea e tempo de retengdo tumoral. Para minimizar a
dose de radiacéo para os tecidos normais, o radiofarmaco deve acumular-se especificamente e
em concentracdo elevada no tecido tumoral e o agente néo radioativo deve ser eliminado do
sangue num tempo compativel com a semi-vida fisica do radionuclideo. Os anticorpos tém
elevado peso molecular (140-160kDa), pelo que a sua acumulacéo é baixa no tecido tumoral e,
a clearance sanguinea lenta (3-4semanas) associa-se a elevada mielotoxicidade e a razdes
tumor-fundo desfavoraveis. Outras desvantagens do uso de anticorpos relacionam-se com a
perda de imunoreatividade apds conjugacdo com o LBF e a resposta imunitaria contra
anticorpos de origem murina. No entanto, varios agentes estdo aprovados para uso clinico
como Zevalin e o ProstaScint®. Devido ao tempo de semi-vida biolégico longo in vivo, o
anticorpo deve ser conjugado com radioisétopos com tempos de semi-vida longos. Pela sua
maior dimensao, os anticorpos tem varios grupos funcionais disponiveis na superficie, tornando

dificil determinar o nmero e local de ligagéo ao LBF.>*"%77°

Neste contexto, surgiu a possibilidade do uso de péptidos biologicamente ativos. Os
péptidos reguladores atuam em multiplos alvos moleculares, controlando e modelando
processos intracelulares, mesmo a baixas concentracdes. Os subtipos de recetores associados
aos péptidos reguladores aumentam a diversidade de atuagdo em processos fisiolégicos e
patoldgicos. As vantagens associadas a utilizacdo de péptidos séo: (i) dimensGes menores
(=1,5 kDa) com rapida integragdo no tecido tumoral; (ii) sobreexpresséo de recetores em
células tumorais comparativamente ao tecido normal, conduzindo a razdes alvo/fundo

otimizadas; (iii) facilidade de difuséo tecidular; (iv) farmacocinética favoravel por depuracgao
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sanguinea elevada; (v) elevada excrecdo renal, dependendo da hidrofilia e carga; (vi) facil
producdo por sintese automatica em fase sélida (SPPS); (vii) facil conjugacédo a LBFs; (viii)
baixa toxicidade e (ix) baixa imunogenicidade. As limitacbes associadas a utilizacdo de
péptidos consistem: biodisponibilidade reduzida do recetor no tecido alvo, rapida degradacao
metabolica por degradacéo proteolitica por peptidases enddgenas e variagdes significativas

nos perfis de densidade e expressao dos subtipos do recetor.”®

A rapida acumulacdo tumoral e a clearance elevada dos péptidos sugerem a
conjugacdo com radioisétopos de semi-vida curta, sendo que o ®Ga tem sido a escolha nos
recentes estudos clinicos. De forma a evitar a degradacdo enzimatica e a melhorar a
estabilidade metabodlica dos péptidos, podem ser incorporados residuos de aminoacido
sintetizados laboratorialmente, amino-alcoois ou péptidos ciclicos, sendo que estas

modificacdes n&o devem afetar a afinidade do péptido para o recetor.®> "%

O primeiro péptido radiomarcado, usado em imagem SPECT, foi um analogo da

Somatostatina (Octreoscan®) expresso em tumores neuroendécrinos.” %%

A cinética de eliminagéo, a estabilidade metabdlica e a elevada afinidade para uma
variedade de recetores conduziram ao estudo de novos ligandos e & respetiva radiomarcacao
peptidica. Assim, a obtencéo de sondas de imagem com péptidos radiomarcados surge a partir
da expressdo de péptidos especificos reguladores existentes em processos neoplasicos,

permitindo o mapeamento dos recetores e avaliacdo de resposta terapéutica.’’

Vérios requisitos essenciais devem ser considerados na radiomarcacdo peptidica,
sendo eles: (1) o péptido devera manter elevada afinidade e especificidade para o recetor; (2)
expressdo agonista, permitindo processos de internalizagdo; (3) rendimentos de marcacao
superiores a 99,5%; (4) estabilidade em condi¢Bes fisioldgicas; (5) hidrofilia para privilegiar a
excrecao por via renal, com baixa reabsor¢éo tubular; (6) elevada atividade especifica para

evitar a saturacdo de recetores e (7) captacédo reduzida em tecidos nao-alvo.®>®®

Os parametros farmacocinéticos considerados essenciais em radiomarcagéo peptidica
incluem: (1) afinidade do ligando, (2) densidade do recetor, (3) frequéncia de expressdo do
recetor, (4) as taxas de internalizacdo, considerando ligandos agonistas e, (5) baixa atividade

em tecidos ndo-alvo.”’

O padrdo de excrecdo € determinado pelo perfil de expressdo do recetor,
comportamento metabdlico e caracteristicas fisico-quimicas do péptido como a lipofilia e a
distribuicdo de carga. A excrecdo hepatobiliar, associada a valores de lipofilia superiores,
apresenta padrbes de captacdo abdominal, podendo contribuir para o aumento de falsos-
negativos. A via e velocidade de excrecdo dos péptidos podem ser modeladas através de
diferentes estratégias, incluindo: a introdugdo de aminoacidos hidrofilicos na cadeia peptidica,
a glicolisacdo ou a ligacdo a cadeias de polietilenoglicol. A estabilidade do péptido
radiomarcado condiciona a biodisponibilidade no recetor e a cinética de eliminacao. A afinidade

ao recetor, na ordem dos nano ou subnanomolar, influencia a ligacdo péptido-recetor. Nos
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ligandos agonistas, a capacidade de internalizacdo do radiocomplexo é considerada um pré-

requisito para uma acumulac&o intracelular eficiente.””*

O espagador pode também ser introduzido no final do péptido, antes da sua
conjugacédo com o LBF, para minimizar ou eliminar as interferéncias entre os dois componentes
ou modificar propriedades farmacocinéticas. A maioria dos espacadores incluem sequéncias
curtas de aminoacidos (dimeros ou trimeros da B-Ala, Gly ou Nf-amino acido hexandico),
glicose polietileno com baixo peso molecular ou cadeias hidrocarbonadas. O comprimento,
flexibilidade, hidrofobicidade e carga devem ser considerados na selecdo de espacadores,

dado que a sua introducdo pode afetar a biodistribuicdo do radiofarmaco.®

Como referido anteriormente, o recetor alvo deve estar sobreexpresso no tecido
tumoral. Adicionalmente, alguns recetores internalizam os ligandos, permitindo a retencéo do
radiofarmaco no interior da célula. Esta condi¢cdo pode ser vantajosa em terapia. Varios
recetores tém sido investigados e os respetivos péptidos integrados em radiofarmacos como a
Somatostatina, a Bombesina (BBN), a Colecistoquinina (CCK), a Arginina-Glicina-Acido

aspartico (RGD), a Melanocortina, o NPY, entre outros (tabela 1.2). 8%

Tabela 1.2 Radiopéptidos em estudos clinicos na Europa, respetivos recetores peptidicos e
indicacdes clinicas.®*

Péptido Recetor Indicacéo Clinica Radiopéptido

sst2 TNE "Mn-DOTA-Landeotido
M-y - Lu-/Ga-DOTATOC

YL u-/**Ga-DOTATATE

Mn-DOTA-BASS
Somatostatina M T HYNIC-TOC/-TATE
99MTc-N4-TATE

9MTc-Depreotido

18F_deoxifructosil-TATE
sst2/sst3/sst5 %8Ga-DOTANOC

OM e RP527

Cancro da prostata, Ga-BZH3
BBN GRP-R 64
Cancro de mama e GIST Cu-CBC-AR06
*®Ga-/"""Lu-AMBA
Carcinoma medular " n-DTPA-D-Glu-minigastrina
ccK CcCKar o oo _
da tiréide Tc-demogastrin 2
Péptidos RGD  Integrina B3 Melanoma [*®F]Galacto-RGD
213: a :
o o . Bi-DOTA-substancia P
Substancia P Neuroquinina 1 Glioblastoma 11

In/*°Y-DOTAGA-substancia P

Os recetores do NPY sdo candidatos promissores para alvejamento de tumores com
recurso aos respetivos analogos do NPY para diagnostico e/ou terapia, a semelhanca dos

analogos de somatostatina ja em uso clinico.
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1.3.3.1. Neuropéptido Y: consideracdes gerais
A elevada afinidade dos neuropéptidos NPY, Polipéptido YY (PYY) e Polipéptido
pancreatico (PP) para os respetivos recetores e a possibilidade de sintese de subsequéncias

peptidicas homologas permitiram a incorporacédo dos péptidos em isétopos radioativos.®

O péptido enddgeno NPY, um neurotransmissor constituido por 36 aminoacidos (Tyr-
Pro-Ser-Lys-Pro-Asp-Asn-Pro-Gly-Glu-Asp-Ala-Pro-Ala-Glu-Asp-Met-Ala-Arg-Tyr-Ser-Ala-Leu-
Arg-His-Tyr-lle-Asn-Leu-lle-Thr-Agr-GIn-Arg-Tyr-NH,), pertence a familia das hormonas

polipeptidicas pancreaticas ou familia do Neuropéptido Y."®™

O NPY é um dos péptidos mais abundantes no cérebro, sendo expresso no sistema
nervoso central (SNC) e periférico (SNP). No SNC desempenha fun¢des na indugdo do apetite
e inibicdo da ansiedade, enquanto no SNP regula o controlo do processo de vasoconstri¢ao,
motilidade e secrecédo gastrointestinal, libertacdo de insulina, funcdo renal e predisposicdo a
hébitos etilicos. As fun¢des séo reguladas por recetores Y (Y1-Y6) enquadrados na classe A
dos recetores acoplados a proteina G (GPCR). A caracterizagdo funcional dos recetores Y1,
Y2, Y4 e Y5 é conhecida, ao invés do recetor Y6, um pseudogene, ainda sem associagdo a

qualquer func&o.® "™

Vérios analogos do NPY, em particular antagonistas dos recetores Y1 e Y2, foram
desenvolvidos para uso terapéutico nos distlrbios alimentares e no controlo da ansiedade. O
BIBP3226 foi o primeiro antagonista ndo peptidico do NPY desenvolvido para estudo de

doenca cardiovascular e estados de obesidade.®

O NPY ativa os recetores Y1 e Y2 numa afinidade na ordem dos nanomolar, sendo
possivel a internalizacdo, ao invés dos recetores Y5 onde ndo estd comprovado o processo de

internalizacéo.”® ™

Recentemente, confirmou-se a expressdo dos recetores Y em varios processos
neoplasicos, nomeadamente no neuroblastoma, no adenocarcinoma (Adc) do ovario, no
carcinoma (Ca) das células renais e nos tumores da mama (tabela 1.3). Estudos in vitro
corroboram que o NPY1 esta expresso em 85% dos carcinomas da mama, bem como em
100% dos ganglios linfaticos invadidos. Os recetores Y2 expressam-se no tecido mamario
normal, enquanto os recetores Y1 estdo estreitamente associados ao tecido mamario
neoplasico. A elevada incidéncia do recetor Y1 nos tumores da mama conduziu ao

desenvolvimento de analogos do NPY quer para uso diagndstico quer terapéutico.76'78
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Tabela 1.3 Expressao dos recetores do NPY em tumores humanos e nos tecidos normais
correspondentes.®’

Tumor

Incidéncia de
recetores do

Subtipos de

recetores do NPY

Densidade dos
recetores do

Expresséo dos
recetores do NPY

NPY no expressos no NPY no tumor nos temdos
tumor tumor normais
Ca da Mama 76/89 (85%) Y1>Y2 +++ Y2
Adc do ovario 7122 (32%) Y1+Y2 + Nd
Tumores do Y1-estroma
estroma dos perivascular
corddes sexuais 10/10 (100%) Yi+y2 * Y2-células de
do ovario Leydig
Tumores adrenais
0,
corticais 14/15 (93%) Y1 - Y1
Feocromocitomas 7120 Y1<Y2 ++ -
Paragangliomas 14/23 (61%) Y1<Y2 +++ Nd
Tumores
Neurobléasticos 18/20 (90%) Y2 T Nd
Carcinoma das
0,
células renais 14124 (56%) Yl T Yl
Neuroblastomas 8/10 (80%) Y1+Y2 ++ Y1

+++ densidade elevada; ++ densidade moderada; + densidade baixa; Nd ndo disponivel

Apenas estdo descritos na literatura alguns exemplos de analogos do NPY marcados
88,89

com radiometais.
1.4.3.2. Anédlogos longos do Neuropéptido Y radiomarcados
Nos estudos de Zwanziger D. et al foram desenvolvidos varios analogos do NPY, entre
0S quais o [Phe7, Pro34]NPY que apresentou uma afinidade na ordem dos subnanomolar para o
recetor Y1. Os analogos foram conjugados ao DOTA (posi¢do N-terminal ou posicdo N° da
cadeia lateral da Lys*). O conjugado mais promissor, o [Lys(DOTA)* Phe’,Pro*]NPY, manteve
uma elevada afinidade de ligagéo para o recetor Y1 em células de adenocarcinoma da mama

Mn resultando

humano MCF-7 (9,1+0,1pKi). Neste contexto, o bioconjugado foi marcado com
no complexo [Lys(lllln-DOTA)A,Phe7,Pr034]-NPY com uma pureza radioguimica de 80%. Os
estudos de biodistribuicdo do complexo [*'In-DOTA-Lys* Phe’,Pro**]-NPY em nude mice com
tumores induzidos com células MCF-7 de carcinoma da mama revelaram uma baixa captacéo
tumoral do radioligando (1,7%D.l./g aos 30 minutos apds inje¢do) e uma elevada acumulagao
renal (86,8%D.l./g as 4 horas ap0s injecdo). Os resultados obtidos foram justificados com a
natureza do proprio LBF utilizado, a degradacdo enzimatica do composto in vivo e com a
auséncia de processos de purificacdo (separacao do péptido ndo marcado) que pode levar a
saturacao dos recetores impedindo a ligagdo do radioligando. Os compostos conjugados com o

DOTA na posicdo N°da cadeia lateral da Lys4 demostraram maior afinidade comparativamente
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aos péptidos conjugados ao DOTA na posicdo N-terminal. Assim, demonstrou-se que a
flexibilidade do N-terminal € um fator crucial para a interacdo do bioconjugado com o RY1. A
sequéncia peptidica do NPY ([Phe’, Pro*]NPY) foi conjugada ao DTPA (acoplamento na
posicdo N-terminal) e foi marcado com 'In. O complexo *In-DTPA-[Phe’, Pro*|NPY com
uma pureza radioquimica superior a 95%, demonstrou uma elevada estabilidade nos estudos in
vitro. O complexo apresentou valores de internalizacdo de 5,36 + 0,56% aos 30 minutos e
22,03 + 1,68% as 4h em células tumorais humanas SK-N-MC, indicando que o processo é
mediado por uma ligacdo especifica ao recetor Y1, podendo ocorrer elevada captacdo e
retencdo no tecido-alvo. A farmacocinética do composto foi determinada em ratos Lewis
machos saudaveis, tendo-se observado uma rapida depuracdo sanguinea. Os valores de
captacdo (%D.l./g 6rgdo) observados nos rins e no figado as 24h p.i. sdo indicativos de

excrecao urinaria e hepatobiliar.>>8%

Em estudos recentes, 0 mesmo analogo do NPY — [Phe7,Pr034]—NPY — foi marcado com

%™Te recorrendo & aproximacéo tricarbonilo [*°"

Tc(CO)s]" e, usando o quelato Nhistidinil
acetil (N°His-ac). O complexo de Re inativo Lys*(Re(CO)s-(N°His-ac))-[Phe’, Pro*INPY
apresentou elevada afinidade para o recetor Y1 com valores de ICsy nas linhas celulares MCF-

7de5,2+1,0nM e 1,3 +0,1nM nas SK-N-MC.

O acoplamento do analogo na posicdo N° da cadeia lateral da Lys constituiu uma
estratégia mais eficaz comparativamente a conjuncéo do analogo na posicao N-terminal, dado

que os valores de afinidade de ligacdo para o recetor sdo superiores.gl'92

Nos estudos de internalizacdo em células HEK293-hY1-EYFP que expressam o recetor

Y1, o conjugado referido demonstrou elevada atividade agonista. Quando marcado com som

C,
verificou-se uma farmacocinética favoravel nos estudos de biodistribuicdo em coelhos com
rdpida clearance plasmatica e baixa captagdo renal. Assim, o complexo ggmTc-(N“His)-
[Phe7,Pr034]—NPY foi avaliado em pacientes com cancro de mama, constituindo o primeiro
estudo clinico preliminar com analogos do NPY radiomarcados. A imagem cintigrafica revelou
fixacdo do radiopéptido nos tumores primarios e respetivas lesdes secundérias aos 60 minutos
apo6s administracdo. O estudo indica que a sobreexpressdo do recetor Y1 em tumores da
mama oferece a possibilidade de alvejamento tumoral recorrendo a derivados do NPY.
Adicionalmente estes analogos podem ser associados a agentes quimioterapéuticos para
aplicacéo de terapia dirigida.’

1.4.3.3. Analogos curtos do Neuropéptido Y radiomarcados

O desenvolvimento de analogos do NPY com cadeia peptidica reduzida mostrou-se
vantajoso pela sintese menos dispendiosa e valores de eficiéncia de marcacdo promissores.
No entanto, o design e sintese de analogos curtos do NPY estéo dificultados pelo compromisso

da afinidade de ligacéo ao recetor.”

0] [Pr03°, Tyr32, Leu34]-NPY(28—36) (BVD15), um analogo curto do NPY com elevada
afinidade para o recetor Y1 foi sintetizado (pureza quimica>90%) e conjugado ao DOTA em

diferentes posicdes: no N-terminal do péptido (com recurso a um espagador flexivel de acido
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amino octandico (Aoc)) ou na cadeia lateral da lisina do péptido. O estudo demonstrou que a
introducéo do LBF no N-terminal do péptido conduz a baixa afinidade para o recetor Y1. Pelo
contrario, o conjugado com DOTA na cadeia lateral da lisina — [Lys(DOTA)*-BVD15 — e
respetivo complexo metalico de cobre, apresentaram boa afinidade em células humanas de
cancro de mama MCF-7 (Ki=63+25nM e 29+\-15nM, respetivamente). A avaliacdo biologica do
complexo radiometdlico ndo foi determinada em modelos tumorais. A complexagédo do
[Lys(DOTA)*-BVD15 com outros radiometais para uso em imagem PET de cancro de mama
esta em investigacgo.”

Recentemente, 0 mesmo antagonista curto do NPY - BVD15 - foi marcado com ***°F

para detecdo de neuroblastomas e tumores de mama por PET. O andlogo “°F-ALK-BVD
revelou uma boa afinidade nas células de adenocarcinoma da mama MCF-7 (Ki = 31+18nM) e
nas células de neuroblastoma SK-N-MC (Ki= 14,8+5,8nM). Os estudos de biodistribuicdo
demonstraram que 0 composto BE_ALK-BVD apresentou uma farmacocinética favoravel, mas
com captagdo tumoral pouco significativa nos modelos animais com tumor da mama
(0,1+0,04%D.1./g) e de neuroblastoma (0,7+£0,2%D.l./g), o que pode indicar uma ligacdo n&o
especifica para o0 RY1. Nos estudos de imagem por PET visualizou-se maior captacdo em
células de neuroblastomas comparativamente as células de cancro de mama. Os estudos de
imunohistoquimica evidenciaram a expressdao ex vivo do RY1l em ambos os modelos

tumorais.*

Recentemente, nos estudos de Beck-Sickinger A. et al foram sintetizados varios
analogos curtos do NPY de acordo com as caracteristicas de estrutura do péptido endégeno, ja
descritas na literatura, sendo que se demostrou a importancia das posi¢cbes 33-36 do NPY,
correspondentes ao terminal C, dado que as duas cargas da Arg nas posicdes 33 e 35e a Tyr
na posi¢cdo 36 influenciam a ligagdo aos recetor Y1 (conjuntamente com a Pro3°). A Leu*
promove a estrutura em hélice e as posi¢des 31 e 32 interferem com as propriedades agonistas

do péptido.”

Um dos analogos curtos sintetizados, o [Pro*’,Nle* Bpa®’ Leu*|NPY(28-36) foi
resultado da substituicdo com aminoacidos proteinogénicos e ndo-proteinogénicos. No estudo
de linhas celulares MCF7-Y1, SMS-KAN-Y2 e HEC-1b-hY5-Y5, o [Pro®’, Nle*, Bpa*,
LeusA]NPY (28-36) revelou-se um agonista seletivo para o recetor Y1 (ICso = 29,7+6,8nM para o
receptor Y1 e ICso > 1000 para os subtipos Y2 e Y5). A internalizacdo seletiva mediada pelo
recetor Y1 foi confirmada por microscopia em células HEK293-hY1R-EYFP. O analogo mostrou
elevada estabilidade em plasma humano com uma semi-vida de aproximadamente 5 horas. Os
padrdes descritos confirmam a importancia do terminal C como regido determinante na fungéo
e seletividade do recetor. As propriedades in vitro favoraveis deste analogo curto do NPY
evidenciaram o0 seu potencial como possivel radiopéptido para imagiologia de tumores da
mama que expressam o recetor Y1, pelo que se torna pertinente a complexac¢do com isétopos

que possibilitem imagem molecular.”®®®
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1.5. Objetivo do trabalho

O trabalho apresentado nesta tese surge na sequéncia de estudos prévios realizados
no GCR - IST/CTN. Foi previamente sintetizado um analogo curto do NPY com a sequéncia
[Pro*°-Nle*!-Bpa®*-Leu®|NPY(28-36) e conjugado ao ligando bifuncional DOTA através de
diferentes espacadores. Usando esses conjugados, o0 objetivo principal deste trabalho consistiu
no desenvolvimento de novas sondas radioativas de analogos do NPY com elevada afinidade e
selectividade para o recetor Y1 para detecdo de cancro de mama em estadios precoces.
Pretendia-se também avaliar a influéncia dos diferentes espacadores na modulagdo das
caracteristicas in vitro, assim como, no perfil farmacocinético dos conjugados marcados com

®'Ga. Para atingir este objetivo foram considerados os seguintes objetivos especificos:
1. Radiosintese dos conjugados peptidicos com *Ga:
1.1. Converséo do Citrato de Galio a Cloreto de Galio;

1.2.0timizacdo das condicbes de marcagdo (concentracdo do ligando, pH,
temperatura e tempo de reacao);

1.3. Caracterizacdo dos complexos de Ga por cromatografia liquida de alta
pressdao (HPLC) e cromatografia em camada fina instantanea, silica gel
(ITLC-SG).

2. Determinagdo da estabilidade in vitro dos complexos de ®’Ga em diversas
condicdes fisiolégicas.
3. Avaliacdo da captagdo celular dos radiocomplexos em linhas celulares que

expressam o recetor Y1.

4. Avaliacdo da farmacocinética e estabilidade in vivo dos radiopéptidos em animais

saudaveis (murganhos CD1).
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2. Complexos de ®’Ga de analogos do NPY

2.1 Introducéo

Como referido anteriormente, o NPY end6geno € um neurotransmissor constituido por
36 aminoacidos com a seguinte sequéncia: H-Tyr-Pro-Ser-Lys-Pro-Asp-Asn-Pro-Gly-Glu-Asp-
Ala-Pro-Ala-Glu-Asp-Met-Ala-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ala-Leu-Arg-His-Tyr-lle-Asn-Leu-llelhr-Arg-Glin-
Arg-Tyr-NH, e pertence a familia das hormonas polipeptidicas pancreaticas. As fungdes
desempenhadas pelo péptido sdo reguladas por recetores Y (Y1-Y6). Recentemente
comprovou-se que os recetores Y1 se encontram sobreexpressos em processos neoplasicos
(proliferacdo, angiogénese e metastizacdo), nomeadamente nos tumores da mama. O recetor
Y2 expressa-se no tecido mamario normal, enquanto o recetor Y1 estd estreitamente
associado ao tecido mamario neoplasico. Estudos recentes revelam que o recetor Y1 esti
expresso em 90% dos carcinomas da mama e em 100% das adenopatias ganglionares
linfaticas. A elevada incidéncia e densidade de expressao do recetor Y1 nos tumores da mama
conduziu ao interesse no desenvolvimento e radiomarcagdo de analogos do NPY para uso

diagnostico e terapéutico em Oncologia Nuclear.> "% 788

E neste ambito que se insere o trabalho desenvolvido ao longo desta tese em que se

67%8Ga, mantendo elevada afinidade e

pretendem marcar analogos curtos do NPY com
selectividade para o recetor Y1. Estes analogos foram previamente sintetizados no GCR - IST/
CTN e foram conjugados ao macrociclo DOTA através de diferentes espagadores. Foram
também sintetizados e caracterizados o0s respetivos complexos inativos de Galio. Neste
capitulo apresentam-se o0s estudos de otimizacdo das condicbes de marcacdo destes

conjugados peptidicos com "Ga bem como a sua avaliacdo in vitro e in vivo.

Para a sintese e radiomarcacdo dos analogos do NPY, varios componentes foram
utilizados: (1) o péptido, (2) o radionuclideo, (3) o LBF e (4) o espagador (figura 2.1).

Ga-DOTA [—| Espacador

NPY

Figura 2.1 Componentes usados na sintese e radiomarcacéo dos analogos NPY.

1. O NPY1 (figura 2.2) com a sequéncia peptidica [Pro*-Nle*-Bpa*-Leu*NPY(28-
36) é um analogo curto do NPY com afinidade para o recetor Y1, usado como vetor

para atingir o tecido mamario neoplasico.

O NPY1 foi sintetizado por SPPS usando um sintetizador peptidico automatico, com

recurso a quimica 9-Fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc). O quelato DOTA foi conjugado
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manualmente ao péptido NPY1 por procedimento Fmoc no SPPS. Os conjugados peptidicos
foram purificados por HPLC e obtidos com elevada pureza quimica (>95%), liofilizados e

caracterizados por Espectrometria de Massa com lonizacéo por Electrospray ESI/MS e HPLC.

01
FH- MH;
Hu={ ~ HMa= OH
MH MH
MH;
u] .
SR oagelagelisels
M
M N N NN N HH.
Hoh Ho b H H H H H H :

Figura 2.2 Estrutura quimica do péptido NPY1.

2. O radionuclideo que permita a aquisicio de imagem diagnéstica (*”*®Ga);

3. O quelato bifuncional DOTA para estabilizar o radionuclideo e permitir a

conjugacdo ao péptido NPY1l. O DOTA é utilizado em metais trivalentes,

nomeadamente o °7¢®

Ga, devido a sua elevada estabilidade termodindmica e
inércia cinética. Os conjugados peptidicos do NPY1 foram acoplados ao quelato

bifuncional no terminal-N do NPY1 (figura 2.3).

1
MH. MH;
 HN oH
Hm:u{NH *{NH
HS’CC—\,—|/—CODH a MHz
WL 3ottt
Figura 2.3 Esquema de acoplamento entre 0o DOTA e o NPY1.

Apéds conjugacédo entre o péptido e o DOTA é importante manter a afinidade de ligacao
do péptido para o recetor de forma a garantir um perfil de biodistribuicdo e caracteristicas de

alvejamento tumoral adequados.

4. O espacador (E) introduzido entre o péptido e o quelato bifuncional de forma a nao
comprometer a afinidade da biomolécula e/ou modulagdo da farmacocinética. A
modulacdo pode implicar a alteracdo do caracter lipofilico da molécula com

alteracdo do espacador ou da carga.

Os conjugados peptidicos do NPY1 diferem nos espagadores utilizados (assinalados
na figura 2.4): no [GaDOTA]-NPY1 (L1) por ligacdo direta entre o DOTA e o NPY1 (E1), no
Lys[GaDOTA]-NPY1 (L2) por introduc@o de uma lisina (E2) e no Ac-[Lys(DOTA)]-NPY1 (L3)

por introducéo de uma lisina acetilada (E3).
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Figura 2.4 Estrutura quimica dos conjugados peptidicos L1 (E1), L2 (E2) e L3 (E3) com os diferentes
espacadores.

2.2 Radiosintese e caracterizacdo dos complexos [67GaL]

O ®'Ga encontra-se comercialmente disponivel sob a forma de Citrato de Galio [*'Ga-
Citrato] (Mallinckrodt Medical B.V, Holanda), um radiofarmaco utilizado em diversos centros de
Medicina Nuclear. Por este motivo, o conjugado peptidico L1 foi inicialmente marcado com
®'Ga utilizando o °’Ga-Citrato como precursor. Sucintamente, o complexo °’GalL1 foi obtido
fazendo reagir o precursor *'Ga-Citrato com o ligando L1, a pH 6, e aquecimento a 100°C
durante 30 minutos. A avaliacdo do rendimento de marcacéo foi efetuada por ITLC-SG e por
HPLC.

As condi¢Bes reacionais, para a sintese do complexo ®"GaL1, foram otimizadas
estudando o efeito de varios pardmetros tais como o valor de pH, tempo e temperatura de
marcacao e concentracdo do conjugado peptidico L1. Esta otimizacdo teve como base as
condi¢cbes mais favoraveis encontradas previamente no grupo para a sintese de complexos de
*’Ga com ligandos derivados do DOTA. Estes estudos demonstraram que para obter
rendimentos de marcacdo elevados, usando como precursor o [67Ga-Citrato], € necessario
utilizar concentracées de conjugado peptidico L1 relativamente elevadas, como se pode
observar na figura 2.5 que relaciona a concentracdo de L1 com a formacdo do complexo

*"Gal1 (%).

27



Anélogos do Neuropéptido Y marcados com ®’Ga para Imagiologia Molecular dos Recetores Y1 no Cancro de Mama
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Figura 2.5 Variacdo do rendimento de marcacao (%) em fungdo da concentracéo final de ligando L1 (M)
usando como precursor o [*'Ga-Citrato].

Pela anélise do grafico conclui-se que para atingir um elevado rendimento de marcacgéo
(>95%) € necessario utilizar uma concentracdo de conjugado peptidico L1 relativamente
elevada, na ordem dos 3x10°*M (200°C, 30 minutos, pH 6), conduzindo a uma prepara¢cdo com
uma atividade especifica relativamente baixa. Este é um fator crucial que se deve ter em
consideragdo durante o desenvolvimento de radiofarmacos cujo mecanismo de acc¢éo envolve
a ligacdo a recetores. Como a densidade dos recetores in vivo € muito baixa, a utilizacdo de
radiofarmacos com baixa atividade especifica pode conduzir a saturacdo dos recetores nas
células tumorais. Para ultrapassar este problema, e obter uma preparacdo de *’GaL1 com
elevada atividade especifica, podem modificar-se as condicdes de marcacdo ou,
alternativamente, efetuar uma purificacdo da mistura reacional por HPLC, separando o
conjugado peptidico L1 do complexo radioativo *’GaL 1. Contudo, foi dificil otimizar um método
de HPLC que permitisse separar convenientemente estes dois compostos. Além disso, esta
possibilidade tem a desvantagem de exigir a sintese de uma grande quantidade de péptido, o

gue se torna critico devido as condicionantes da sintese peptidica.

Devido as limitacdes referidas pela utilizagdo de ’Ga-Citrato como precursor e com 0
objetivo de obter complexos de ®’Ga com elevada atividade especifica, procedeu-se a
conversédo do [67Ga—Citrato] a [67GaCI3] utilizando um procedimento descrito na literatura em
gue foram introduzidas ligeiras modificagdes. Sucintamente, a conversao do Citrato de Galio a
Cloreto de Galio foi efetuada por extracdo em fase solida, utilizando mini-colunas de silica gel
(Sep-Pak, Waters, Irlanda). A solucdo aquosa de [67Ga—Citrato] foi aplicada na Sep-Pak que foi
eluida com agua destilada. Em seguida, a radioatividade retida na Sep-Pak foi eluida na forma
de [*’GaCl;] usando HCI 0,1M como eluente (V= 3mL). A radioatividade de cada uma das
fracOes foi medida em camara de ionizacdo e calculada a percentagem de converséo do citrato

a cloreto que, em geral, foi obtida com rendimentos superiores a 95%.

A avaliagdo da pureza radioquimica do [67GaCI3] preparado por esta metodologia foi
determinada por ITLC-SG (ver 4.2.5) e HPLC (ver 4.2.6 — método 2) para averiguar se a
conversdo do citrato a cloreto foi completa e se havia a formacdo de espécies coloidais
radioativas. No sistema de ITLC-SG (NaCl 0,9%/HCI 0,1M), as espécies coloidais ficam no

ponto de aplicacdo (Rf=0), enquanto o °’GaCl; migra para a frente do solvente (Rf=1). A

28



Capitulo 2

analise dos radiocromatogramas permitiu-nos concluir que o *’GacCl, foi obtido com uma pureza

radioquimica superior a 95%.

Uma vantagem inerente a utilizacio de ®’GaCl; como precursor nas marcagdes com
®'Ga reside no facto do *®Ga ser obtido do gerador ®*Ge/*®Ga na mesma forma quimica
(GSGaCIg), permitindo otimizar as condi¢cdes de marcacgdo idénticas para a radiometalacido de

ligandos analogos com ®Ga para aplicacdo em PET.

Otimizac&o das condicdes de marcacdo dos complexos [*'Gal]

Genericamente, os complexos de *’Ga (*’GaL1-*’GaL3) foram sintetizados por reagéo
direta do [*’GaCls] com o respetivo conjugado peptidico (L1-L3), em tamp&o acetato de sédio.
As condicBes reacionais para sintese dos complexos de ®’Ga, utilizando [*’GaCls] como
precursor, foram otimizadas em relagcdo a concentragdo de ligando, pH, temperatura e tempo
de reagéo.

Otimizacé&o das condi¢c6es de marcagdo do complexo [*GalL1]

Na tabela 2.1 estdo representadas as condi¢cdes de otimizacdo de marcacdo para o

complexo *’GaL1.

Tabela 2.1 Condi¢Bes de otimizacdo de marcagéo para o complexo [67GaL1].

N Concentragao Temperatura  Tempo de
Marcac&o , PHiinal . n (%)
de ligando (M) (°C) reacdo (min)
A 1x10° 5 95 30 25
B 5x10° 5 95 30 75
C 8x10° 5 95 30 98
D 1x10™ 5 95 30 99

Como ja foi referido anteriormente, a reagdo de marcagdo com *Ga de conjugados
peptidicos que contém o ligando DOTA exigem, de um modo geral, temperaturas elevadas
para obter elevados rendimentos de marcacdo. Este facto esta relacionado com a elevada
rigidez deste ligando, tendo como consequéncia uma cinética de complexacéo lenta e, no caso
do Galio a cavidade do macrociclo ser demasiado grande para encapsular o ido Ga*'. Assim,
optou-se por efetuar a marcacdo a 95°C, ndo se tendo observado qualquer degradacdo do
conjugado peptidico ou dos complexos de *"Ga a esta temperatura, pelo que se manteve ao
longo do trabalho. No estudo da variacdo dos tempos de reacéo verificou-se que aumentando o

tempo de marcacdo ndo ocorreu um aumento significativo no rendimento de marcacao.

Relativamente ao valor de pH, observou-se que os rendimentos de marcacdo eram
fortemente dependentes do pH da marcacéo. No caso de L1 verificou-se que o rendimento de
marcacao era mais elevado quando se usavam valores de pH préximos de 5. Quando o valor
de pH de marcacéo era demasiado baixo (pH <4,5) obtinha-se essencialmente cloreto de gélio
livre. Por outro lado, para valores de pH superiores a 6 observava-se a formagdo de espécies

coloidais insolaveis, comprometendo o rendimento de marcacgéo (rendimento inferior a 60%).
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Pela analise da tabela 2.1, verifica-se que usando concentragbes de ligando (L1)
inferiores a 5x10°M se obtém rendimentos de marcacéo inferiores a 75% (95°C, 30minutos,
pH5). A uma concentracdo de L1 na ordem dos 8x10°M atingiu-se um rendimento de
marcacio superior a 98% (similar ao uso de uma concentracéo de ligando de 1x10*M), pelo
que foi a concentracdo utilizada na marcacdo do complexo ®’GaLl. Nestas condicbes de
marcacio foi possivel obter o complexo °’GaL1l com elevada atividade especifica e elevado
rendimento de marcacdo, obtendo-se elevada pureza radioquimica. A figura 2.6 ilustra a

variacdo do rendimento de marcacdo em func¢éo da concentracao final de L1.
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Figura 2.6 Variacdo do rendimento de marcacao (%) em funcéo da concentracao final de ligando L1 (M)
usando como precursor 0 °'GaCls.

Apéds otimizacdo das condi¢cdes de marcacdo (esquema 2.1), o complexo foi obtido
dissolvendo o conjugado peptidico L1 (concentracéo final de 8 x 10°M) em tampéo de acetato
de sédio (0,4 M; pH=5). Apés adicdo de [*’GaCls] em HCI (0,1M), a solugao foi incubada a 95°C
durante 30 minutos até se obter o complexo final [67GaL1] com uma pureza radioquimica

superior a 95% (t,=12,01 min). O pH final de marcacéao foi de 5.

H
Cx ] i é«t& JE’
N

Hooc—" URAL N

8x10°M L1

[GaCl3]
Tampao acetato de sddio 0,4M (pH=5)
95°C, 30min

NH NH,
HN=( ©  HN= OH
NH NH
N N N N NH
H H H H

Esquema 2.1 Radiosintese do complexo [67GaL 1].
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Posteriormente, o complexo *"GaL1 foi purificado por extracdo em fase sdlida em
coluna de silica gel (Sep-Pak C18, Millipore, Suica). Apos aplicacdo da mistura reacional na
Sep-Pak, a coluna foi lavada com H,O para remoc¢éo do *’GaCls, eventualmente presente na
marcacao, seguida de eluicdo com TFAO,1%/CHsCN para recolha do complexo *"Gall. Apos
neutralizacdo com NaOH (0,1M) e evaporacdo do solvente, o complexo foi analisado e
observou-se que nédo sofreu qualquer degradacao.

A avaliacdo da pureza radioquimica do complexo foi realizada por ITLC-SG (ver 4.2.5)
e HPLC (ver 4.2.6. — método 2). Os cromatogramas obtidos apos eluicdo em NaCl 0,9%/HCI
0,1M (25/0,5ml) (Radiocromatograma A) ou em Metanol/HCI 6M (95/5) (Radiocromatograma B)

séo representados na figura 2.7.

B
Figura 2.7 Radiocromatogramas do [*'GaL 1] em (A) NaCl 0,9%/HCI 0,1M e (B) Metanol/HCI 6M (95/5).

No sistema cromatografico A (ITLC-SG/ NaCl 0,9%/HCI 0,1M), o complexo *’GalLl e as
espécies coloidais tém R=0 e o [67GaCI3] tem R=1. No sistema cromatografico B (ITLC-SG/
Metanol/HCI 6M (95/5)), o complexo GaLleo [67GaCI3] tém R=1 e as espécies coloidais tém
R=0. Pela andlise dos cromatogramas A e B conclui-se que o complexo ®GaL1 tem uma
pureza radioquimica superior a 98%, ndo sendo detetada a presenca de coldides. A pureza
radioquimica determinada por HPLC (98,8%) confirmou os resultados obtidos por ITLC-SG.

Na figura 2.8 apresenta-se o cromatograma obtido por HPLC para o complexo *GalL1

nas condi¢cBes de marcacgao otimizadas.

&7
GaC
b “GaL1
=345 min
| t-=12,01 min
i||||||||||||||||||||||||||||||
0 a 10 15 20 258 30
t {min}

Figura 2.8 Cromatogramas de HPLC (deteco y) do complexo [*'GaL 1] ap6s purificacio e do [*'GaCly).
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Como referido anteriormente, a caracterizacdo dos complexos de ®’Ga n&o pode ser
efetuada pelos métodos usuais em quimica inorganica, devido as baixas concentracdes dos
complexos de ®’Ga em solugdo. Assim, admite-se que os complexos de ®’Ga tenham a mesma
estrutura dos seus analogos inativos se apresentarem idéntico comportamento cromatografico,
guando analisados por HPLC, nas mesmas condi¢bes experimentais. Um detetor de radiagdo vy
permite a detecdo dos complexos de *’Ga e um detetor de radiacdo ultravioleta-visivel (UV-vis)
permite a detecdo dos complexos inativos de Galio. Deste modo, a estrutura dos complexos de
®'Ga foi estabelecida por HPLC comparando o seu tempo de retencao () com o dos complexos
analogos inativos, respetivamente (t, (*’GaL1) = 20,9min; t, (*'GaL1) = 21,6min). Na figura 2.9
apresentam-se os cromatogramas de HPLC do complexo ’GaL1 e GaL1l (ver 4.2.6 — método
1). Os complexos inativos de galio previamente sintetizados e caracterizados por ESI-MS e por
HPLC permitem, ndo sO caracterizar 0os conjugados peptidicos radioativos, mas também

podem ser utilizados para determinar a afinidade de ligacdo ao recetor Y1.

E7l3.=|L1
tr= 20,9 min
Gal1
tr= 21,6 min
. N
n ,
LI LALLM AN LI L L L O L I O O
5 10 15 20 25 30 35

t {min}

Figura 2.9 Cromatogramas de HPLC do complexo inativo GaL1 (detecdo UV a 256nm) e do complexo
analogo ®’Gal 1 (detec3o y).

Otimizacdo das condi¢bes de marcagdo do complexo [*GaL2]

Para otimizacdo da marcacdo do complexo *GaL2 (tabela 2.2) foram usadas, como

referéncia, as condicdes previamente otimizadas para a sintese do complexo ®’GaL1.

Tabela 2.2 Condi¢des de otimizacdo de marcacao para o complexo [67GaL2].

Temperatura  Tempo de

Marcagcdo Concentracdo de ligando (M) pHrina n (%)
(°C) reacdo (min)

A 8x10° 5,5 95 20 60,26

B 8x10° 4,5 95 20 43,99

C 1x10™ 5 95 20 98,6
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No entanto, usando uma [L2] = 8x10™° M, pH=5-5,5 (95°C; 20 minutos), verificou-se por
ITLC-SG que ocorre a formacédo de coldides diminuindo significativamente o rendimento de
marcacg&o (rendimento de marcacéo: ®’GalL2 ~ 60%). Neste contexto, foi necessario ajustar o
pH de marcacao para 4,5, mas para valores de pH abaixo de 5 observa-se a presenca de
*"GaCl; livre, diminuindo também o rendimento de marcacdo (n~44%). O pH mostrou-se um
parametro fundamental na marcagéo do complexo, dado que modificagbes minimas no valor de

pH conduziram a intervalos de rendimentos de marcacéo muito variaveis (figura 2.10).
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Figura 2.10 Variacdo do rendimento de marcaco (%) em funco do pH final para o complexo [¢'GaL2].

Os rendimentos de marcacdo e a pureza radioquimica com concentracao final de
ligando L2 de 8x10°M apresentavam valores <85%. Assim, procedeu-se ao ajuste da
concentracao limiar de marcacao para 10™“M. O complexo radioativo foi obtido por reacéo direta
do [Lys(DOTA)]-NPY1 (concentracdo final de 10*M) com [*’GaCl;] em 0,1M de HCI numa
solugdo tampéo de acetato de sédio 0,4M a pH=5,5. A solucéo foi incubada a 95°C durante 20
minutos até se obter o complexo final *"GaL2 (esquema 2.2). O pH final da marcacéo foi de 5.
A purificacdo radioquimica do complexo foi realizada nas condi¢Bes referidas para o complexo
*GalL1.
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Esquema 2.2 Radiosintese do complexo [*'GaL2].

A andlise dos cromatogramas de ITLC-SG (ver 4.2.5) para o complexo *"GaL2, apos
purificacéo, indicou a presenca do complexo com uma pureza radioquimica superior a 95%,
ndo sendo detetada a presenca de coldides. A pureza radioquimica determinada por HPLC (ver
4.2.6 - método 2) foi de 98,6%. O cromatograma de HPLC obtido para o *GaL2 (t=11, 46min)

estéa representado na figura 2.11.

&
Gal2
“GaCls
) t-=11,4E min
t-=3,46 min
o ll'\
i||||||||||||||||||||||||||||||
0 5 10 15 20 25 30

1 {min}
Figura 2.11 Cromatogramas de HPLC (detec&o y) do complexo [67GaL2] apos purificagdo e do [67GaCI3].

Como referido anteriormente, a caracterizacdo do complexo [*'GalL2] foi feita por
comparacao com o perfil de HPLC do complexo de Gdlio inativo (t; (67GaL2) = 19,21min; t,
(GaL2) = 19,76 min) (ver 4.2.6 — método 1).

Otimizacé&o das condi¢bes de marcagdo do complexo [67GaL3]
Na tabela 2.3 estdo representadas as condi¢cdes de otimizacdo de marcacao para o
*GalL3
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Tabela 2.3 Condi¢Bes de otimizacdo de marcacéo para o complexo *'GaL3.

Concentragéo Tempo de
Marcagao , pHrna  Temperatura (°C) .. (%)
de ligando (M) reacao (min)
A 8x10° 45 95 20 99,9
B 8x10° 4 95 20 <30
c 8x10° 5 95 20 <50

Pela andlise da tabela 2.3 verifica-se que a pH 4 ndo ocorreu complexacao (n<30%) e
a pH 5 ocorreu a formacao de coléides (n<50%). Ap6s otimizacdo das condicbes de marcacao,
o complexo foi preparado por dissolugdo do Ac-[Lys(DOTA)]-NPY1 (concentracdo de 8 x 10®
M) em tampé&o de acetato de sodio 0,4M (pH=4,9). ApGs adicdo de [67GaCI3] em HCI 0,1M, a
solugédo foi incubada a 95°C durante 20 minutos até se obter o complexo final [67GaL3] com
uma pureza radioquimica superior a 99% (esquema 2.3). O pH final de marcacéo foi de 4,5. A

purificagdo radioquimica do complexo foi realizada nas condicdes referidas para o [*'GaL 1].

HOOC\H/—COOH

Hooc—" ok \)_
NH,
3, ﬁ C
8x10°M L3
[GaCly]
Tampéo acetato de sodio (pH=4,9)
95°C, 20min
o
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!.’fi;a/j’o
0N N— 0

y Qo
NH
© = N om
|\ NH NH
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o]
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Esquema 2.3 Radiosintese do complexo [67GaL3].

A analise dos cromatogramas de ITLC-SG (ver 4.2.5) para o complexo [67GaL3] indicou
a presenca do complexo com uma pureza radioquimica superior a 95%. A pureza radioquimica
determinada por HPLC (ver 4.2.6 - método 2) foi de 99,9% (t=12,12min).

Tal como para os complexos ja estudados, a caracterizacédo do complexo [*'GaL3] foi
feita por comparacdo com o perfil de HPLC do complexo de Galio inativo (t (67GaL3): 19,88
min; t, (GaL3)= 21,09min) (ver 4.2.6 — método 1).
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Em resumo, as condic6es otimizadas para a preparacdo dos complexos *GalLl,

®’GalL2 e ®’GalL 3 sdo descritas na tabela 2.4:

Tabela 2.4 Condi¢bes experimentais de preparacéo e caracteristicas dos complexos de Ga.

Concentracdo de  Tempo de Temperatura

Complexo  n (%) ligando (M) reacdo (min) (°C) PHinar - (min)
“GaLl  98,8% 8x10 25 95 5 12,01
“GaL2  98,6% 1x10 20 95 5 1146
GalL3  99,9% 8x10 20 95 45 12,12

Pela andlise da tabela 2.4 conclui-se que variacbes na estrutura dos conjugados
peptidicos exigem condi¢Bes de marcacéo ligeiramente diferentes para se obter os complexos
de ®’Ga com elevada pureza radioquimica. O valor de pH e a concentracdo de ligando séo os
dois fatores que mais influenciaram o rendimento de marcagéo. A pH inferior a 4,5 e superior a
5,5 ndo séo as condi¢des ideais para a marcagdo dos complexos, dado que a pH baixo pode

néo ocorre complexagéo e a pH elevado ocorre a formacao de coldides.

2.3 Estudos de Estabilidade in Vitro

Um parametro importante a ter em considera¢do durante o desenvolvimento de um
composto radioativo com potencial aplicacéo clinica é a avaliagdo da sua estabilidade in vitro e
in vivo. Por outro lado, um radiofdrmaco para aplicacéo clinica ou administracdo a animais de
experiéncia deve possuir elevada pureza radioquimica, estar preferencialmente em solucdo
aquosa e a pH fisiol6gico sendo, no entanto, admitidos valores de pH diferentes devido ao
elevado poder tampé&o do sangue. Estas condi¢cdes podem afetar a estabilidade do composto
radioativo, devendo a sua estabilidade ser estudada in vitro nas mesmas condi¢cdes em que vai
ser mantida a preparacdo, de modo a avaliar se existe qualquer tipo de degradacdo do
composto radioativo e avaliar o tempo e as condi¢cdes em que este pode ser mantido, apds

marcacao e antes da sua aplicacéo.

Os estudos de estabilidade in vitro também devem ser efetuados em condi¢cbes que
sejam preditivas da estabilidade dos complexos in vivo, face a degradacao e transquelatacéo
do ligando por substratos biolégicos como proteinas, aminoacidos ou outras moléculas
presentes em meio biolégico ou tecidular e que apresentem afinidade para o metal. Assim,
procedeu-se ao estudo da estabilidade in vitro dos complexos em condigbes fisiologicas,
tampéo fosfato salino (PBS 0,1 M, pH 7,4) ou NaCl 0,9% a temperatura de 37°C. Foram
também efetuados estudos de competicdio com o DTPA e com a apotransferrina e

determinacéo da ligagao as proteinas plasmaticas.
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2.3.1 Estabilidade a temperatura ambiente

Como referido, a estabilidade a temperatura ambiente permite avaliar o intervalo de
tempo de uso clinico e as condicdes de conservacdo dos complexos de ®’Ga. Aliquotas das
solucdes contendo os complexos, mantidas a temperatura ambiente, foram analisadas por
ITLC-SG (ver 4.2.5) e HPLC (ver 4.2.6 — método 2), ao longo do tempo (até as 48 h). Na figura
2.12 esta representada a estabilidade dos complexos de ®’Ga, mantidos a temperatura
ambiente, nos intervalos de tempo em estudo (12h, 24h e 48h). Nestas condi¢fes, todos os
complexos (*’GaL1-°"GaL3) se mostraram estaveis, mesmo 24h apés preparacéo. Contudo, o
complexo ¥’GalL2 revelou uma estabilidade inferior guando mantido a temperatura ambiente
durante 48 horas (pureza radioquimica = 86,2%) comparativamente aos complexos *"GalLl e

®’GaL3 que mantém uma pureza radioquimica superior a 95%.
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Figura 2.12 Estabilidade & temperatura ambiente dos complexos de ®’Ga nos diferentes intervalos de
tempo.

A titulo ilustrativo, na figura 2.13 apresentam-se os radiocromatogramas obtidos para o
complexo *GalL3 apos 12h, 24h e 48h de incubacdo a temperatura ambiente, respetivamente.
Pela anéalise dos cromatogramas confirma-se que o complexo *GalL3 (t=12,12 min) é estavel a

temperatura ambiente até as 48 horas (pureza radioquimica =98,8 %).

: f 48h
_ — I\ —~— 24h
- \ " 1
J... |\.
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Figura 2.13 Cromatogramas de HPLC do complexo *"GaL3 (detegdo y) a temperatura ambiente nos
diferentes intervalos de tempo.
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2.3.2. Estabilidade em PBS 0,1M pH7,4 a 37°C

Para avaliar a estabilidade dos complexos de ®’Ga em condicdes fisiolégicas os
complexos ®’GaL1-°’GaL3 foram diluidos em tampé&o fosfato salino pH=7,4 e/ou NaCl0,9% e
incubados a 37°C. Apoés incubacdo, foram recolhidas aliquotas da solucdo e a pureza
radioquimica foi analisada por ITLC-SG (ver 4.2.5) e HPLC (ver 4.2.6 - método 2) ao longo do
tempo (12h, 24h e 48h). Estes estudos demonstraram que os radiocomplexos ®’GalL1 e *’GalL3
nado sofreram qualquer processo de degradacgédo (pureza radioquimica> 98%) até as 48 horas
de incubacéo, revelando elevada estabilidade in vitro em condi¢des fisiolégicas como se pode

observar na figura 2.14 para o ®’GaL3 (t=12,12 min) até as 48 horas ap6s marcagcao.

_,J 42h
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Figura 2.14 Cromatogramas de HPLC do complexo *GalL3 (detecao y) em PBS 0,1M (pH7,4; 37°C).

O complexo ®’GaL2 é instavel em PBS 0,1M (pH 7,4) e a temperatura fisioldgica,
formando espécies radioguimicas mais hidrofilicas. De facto, apés diluicdo em PBS e
incubacéo a 37°C apenas 31,7 % e 13 % do complexo se mantinha intacto ap6s 12 e 48 horas
de incubacao, respetivamente. Surpreendentemente, quando avaliada a pureza radioquimica
deste complexo em soro fisiologico, a 37°C, ndo se observou processos de degradacgéo
significativos até as 48 horas de incubagéo (pureza radioquimica> 90%). Contudo, observa-se
alguma tendéncia para a formagdo de uma espécie radioguimica com o mesmo tempo de
retencdo que o °’GaCls (figura 2.15). A diferenca de estabilidade encontrada em PBS e soro

fisiolégico pode estar relacionado com a forca i6nica do meio ou com o pH da solucao.
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Figura 2.15 Cromatogramas de HPLC do complexo *GaL2 (detecdo y) em NaCl 0,9% a 37°C.
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2.3.3. Estabilidade na presenca de DTPA e apotransferrina
Como referido no capitulo introdutério, o Galio liga-se facilmente a transferrina e a
outras proteinas bioldgicas, podendo os complexos de Galio sofrer reacfes de transquelatacédo
in vivo. De modo a prever a influéncia de eventuais competidores biolégicos na estabilidade in
vivo dos complexos de ®’Ga face a processos de transquelatacdo foram desenvolvidos ensaios

de competicdo na presenca de DTPA e apotransferrina.

2.3.3.1. Estudos de competicdo com DTPA

Os complexos de ®’Ga (*’GaL1 - ®*’GaL3) foram incubados com solu¢des de DTPA em
tampéo acetato de sodio 0,4 M (pH=5), a temperatura fisiolégica (37°C), sendo a concentracédo
final de DTPA de 10° M. As solucdes resultantes foram analisadas e determinada a pureza
radioquimica por HPLC (ver 4.2.6 - método 2), ao longo do tempo (30min, 1h, 2h, 24h, 48h e
72h). Na figura 2.16 apresentam-se 0s resultados obtidos para o complexo *’GalL3 na presenca
de DTPA nos diferentes tempos em estudo. Estes estudos demonstraram que o complexo
®’GaL3 nao sofre transquelatacdo na presenca de DTPA, tendo a preparacdo radioativa no
final do ensaio uma pureza radioquimica de 94,4% (72 horas de incubacdo a 37°C). N&do se

verificou qualquer processo de transquelatacdo com o DTPA.
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Figura 2.16 Estabilidade do complexo *’GaL3 na presenca de DTPA.

2.3.3.2 Estudos de competicdo com a apotransferrina

Nos ensaios competitivos com a apotransferrina foi adicionada ao complexo de Ga
uma solugcdo com excesso de proteina (3mg/ml) face a concentracdo de ligando. As solucdes
resultantes foram analisadas por HPLC (ver 4.2.6 - método 2) ao fim de 30min, 1h, 2h, 24h,
48h e 72h de incubagdo a 37°C, de modo a avaliar a eventual degradacdo do complexo,
nomeadamente através de processos de transquelatagdo. Os resultados obtidos para os

complexos ®’GalL1 e *’GalL3 encontram-se representados na figura 2.17, respetivamente.
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Figura 2.17 Estudo de competicio com a apotransferrina dos complexos [*'GaL1] e [*’GaL3] nos
diferentes intervalos de tempo.

Pela andlise da figura 2.17 conclui-se que o complexo ®’GaL1 é estavel na presenca de
apotransferrina até as 72 horas de incubacgéo (37°C), pois 96,5% do complexo inicial encontra-
se presente em solu¢cdo, 0 mesmo acontecendo com o complexo *"GaL3 (t=12,12min) que
permanece na sua forma intacta até as 72 horas (97,53%). Assim, pode-se inferir que os
complexos de ¥’Ga em estudo apresentam baixa reatividade na presenca de apotransferrina,
sendo pouco suscetiveis a processos de transquelatacdo. Os cromatogramas de HPLC

relativos & estabilidade do complexo ®'GalL3 (t=12,12 min) as 0,5h, 24h e 72h estdo

representados na figura 2.18.
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Figura 2.18 Cromatogramas de HPLC do complexo °’GaL 3 relativos & estabilidade em apotransferrina
apos incubacéo a 37°C as 0,5h, 24h e 72h.

2.3.4. Determinacédo da Ligacado as Proteinas Plasmaticas
A determinacdo da percentagem de ligacdo as proteinas plasmaticas correlaciona-se
com a biodistribuicdo dos complexos e a sua fixagdo nos érgdos alvo. Na figura 2.19 esta

representada a percentagem de ligacdo as proteinas plasmaticas dos complexos de ®'Ga.
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Figura 2.19 Percentagem de ligacéo as proteinas plasmaticas dos complexos de ’Ga nos varios tempos
de incubacéo (37°C).

0 *GaL1 e 0 *’GaL3 apresentam um comportamento similar, com uma ligagdo maxima

as proteinas plasméticas aos 30 minutos (23,7% e 25%, respetivamente), enquanto que o

*GaL2 apresenta uma taxa de ligagdo as proteinas plasmaticas superior, tendo-se obtido uma

percentagem de ligagdo maxima de 49% ap6és 1 hora de incubacédo a 37°C.

Elevadas taxas de ligacdo as proteinas plasmaticas podem contribuir para um perfil
farmacocinético desfavoravel, dado que ocorre diminui¢cdo das taxas de eliminagdo sanguinea
e de excrecdo do complexo, pelo que as taxas de ligacdo apresentadas para os complexos em
estudo (< 50%) tornam a utilizacdo destes complexos vantajosa. A diminuicdo da taxa de
ligagdo as proteinas plasméticas ao longo do tempo indica uma ligacdo reversivel, fazendo

antever um perfil farmacocinético favoravel.

Na figura 2.20 esté representada a estabilidade em soro humano dos complexos de

*"Ga ao longo do tempo nos intervalos de tempo em estudo (30min, 1h, 2h, 24h, 48h e 72h).
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Figura 2.20 Estabilidade em soro humano dos complexos de %’Ga nos diferentes tempos em estudo.

N

Pela analise dos cromatogramas referentes a estabilidade em soro humano pode
concluir-se que os complexos ndo permanecem estaveis no soro humano apos as 2 horas de
incubacgéo, sendo que o complexo *GalL2 é aguele que apresenta menor estabilidade (39,4%
as 72h).
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2.3.5. Determinacéo da lipofilia

O coeficiente de lipofilia determina a via de excregéo privilegiada dos radioconjugados,
sendo que quanto maior for a lipofilia, maior ser4 a excregdo pela via hepatobiliar e mais
intensa sera a captacdo abdominal, o que poderd mascarar eventuais lesGes tumorais.
Preferencialmente, os radiopéptidos devem ser hidrofilicos, de modo a assegurar uma rapida
eliminag&o por via renal.

A lipofilia dos complexos de ®'Ga purificados foi determinada pelo coeficiente de
particdo (P) no sistema bifasico n-octanol/PBS 0,1 M (pH=7,4). O coeficiente de particdo (Do)
€ a razdo entre a atividade da fase organica e a da fase aquosa. Os resultados obtidos foram

expressos sob forma de Log Doy, (PH=7,4).

Tabela 2.5 Valores de Log Dow determinados para 0os complexos de *Ga.

Amédia Anmédia Log Dow = DP
Complexo Dow
Octanol (cpm) PBS (cpm) (pH=7,4)
*GalL1 4963,6 359602,4  0,013803 -1,86 £ 0,14
’GalL2 1251,4 464307,6  0,002695 -2,57 £ 0,01
*’GaL3 506 110804 0,004567 -2,34 + 0,01

Analisando os resultados apresentados na tabela 2.5, conclui-se que os complexos de
*Ga apresentam um caracter hidrofilico acentuado. O comportamento descrito pode ser
justificado pela elevada hidrofilia do quelato DOTA e pela presenca de um grupo carboxilico
livre apés complexacdo com o ®’Ga. Os complexos *’GaL2 e ®’GalL3 sdo os mais hidrofilicos,
pelo que se conclui que a introducao do espacador de lisina e possivel alteracéo da carga dos
complexos influencia o comportamento hidrofilico dos complexos e, consequentemente o perfil
farmacocinético dos mesmos. O *’GaL2 é o radioconjugado mais hidrofilico pelo que se verifica
a protecao/desprotecdo do grupo amina influencia o caracter hidrofilico dos complexos
[*’GaL 2] (NH, desprotegido) e [*’GaL3] (NH, protegido).

Os estudos in vitro indicam que os complexos tém elevada estabilidade, pelo que foram
considerados promissores para serem estudados em linhas celulares e em modelos animais

saudaveis para determinacao do perfil farmacocinético e da estabilidade in vivo.

2.4 Avaliacdo biolégica dos complexos [*'GalL]

2.4.1 Internalizagdo em linhas celulares MFC-7 e B16F1
Um dos grandes desafios do desenvolvimento de sondas radioativas consiste na
marcacio de péptidos (e.g. analogos do NPY) com *Ga para PET devido ao desenvolvimento
do gerador ®Ge/®Ga. No entanto, o desenvolvimento de sondas peptidicas de analogos do

NPY, marcadas com 67168

Ga, que mantenham elevada afinidade e selectividade para o recetor
Y1, eficazes para imagem tumoral, € uma tarefa complexa. Para uma melhor qualidade de

imagem é essencial garantir uma elevada eficiéncia de acumulacéo e alvejamento tumoral. Os
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analogos agonistas eram considerados mais adequados, sendo a capacidade de internalizacédo
do radiocomplexo considerada um pré-requisito para uma captacdo e retencdo intracelular

eficientes.

Os estudos de internalizacdo celular de uma sonda radioativa pretendem avaliar a sua
captacéo celular, mediada por um determinado recetor. Assim, quanto maior for a percentagem
de internalizacdo, maior sera o seu potencial agonista que, em geral, esta relacionado com a
retencédo celular e alvejamento tumoral. Neste contexto, realizaram-se estudos para determinar
a taxa de internalizacdo dos complexos de ®’Ga vetorizados com os analogos curtos do NPY

de modo a prever o seu comportamento in vivo.*®

Os estudos de internalizacdo dos complexos *’GaL1 e ®’GaL3 foram efetuados em
linhas celulares MCF-7 de adenocarcinoma da mama humano que expressam o recetor Y1, e

de melanoma melanético murino, B16F1.%’

A avaliagdo da internalizacdo do complexo ®'GalL3 foi realizada para fracbes néo
purificadas e purificadas, mas dado o seu comportamento biolégico semelhante, apenas serdo
apresentados os resultados para o composto purificado. Para o complexo ®’GaL1 foram
realizados estudos em paralelo com blogueio do recetor com o0 agonista pNPY no sentido de

avaliar a especificidade do mecanismo (se mediado pelos recetores do NPY).

Os estudos de captacéo e internalizacéo celular dos complexos ®’GaL1 e ®’GaL3 em

células MCF-7 apresentam-se na figura 2.21.
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Figura 2.21 Captacao celular (captagcdo na membrana celular e internalizacéo) dos complexos *"GaL1 (@
e “GaL3 (b) em células MCF-7 para diferentes periodos de tempo (37°C). A atividade associada a
membrana celular e internalizada foram expressas em percentagem de atividade total (média + desvio
padrao de quatro replicados).

A andlise dos resultados permite-nos concluir que ambos os radiopéptidos GalLl e
*'GalL3 apresentam uma fraca capacidade de internalizagéo celular. No entanto, o complexo

*'GalL3 apresenta valores de internalizacdo celular superiores ao complexo *GalL1 (0,49% =+
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0,08% vs. 0,26% + 0,03%). Os valores de captacdo na membrana celular sdo substancialmente
superiores para o complexo *’GalL3 (6,19% = 0,23%) comparativamente ao complexo *GalL1
(2,52% + 0,29%) (figura 2.22). No entanto, com os estudos efetuados ndo é possivel saber se
esta captacdo na membrana celular € ou ndo mediada pelo recetor Y1. Por outro lado, para o
radiopéptido ®’GalL1 a atividade associada & membrana celular aumenta progressivamente até
atingir o valor méaximo (2,52 + 0,29 % aos 60 min), diminuindo significativamente a partir desse
tempo. Pelo contrario, para o radiopéptido °’GaL3 a captacdo na membrana celular vai sempre
aumentando durante o tempo de realizagdo do ensaio (até as 2h), pelo que para este
radiopéptido poderia ser pertinente a leitura de tempos mais tardios afim de esclarecer se

ocorre saturacdo do recetor e estabilizacdo da captacdo na membrana.

Na figura 2.22 estdo representados os valores de internalizagdo e captagdo na
membrana celular obtidos para os complexos ®’GaL1 e ®’GaL3 nas células MCF-7 a 37°C nos
tempos 30, 60 e 120 minutos.
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Figura 2.22 Internalizac&o (a) e captacdo na membrana (b) dos complexos *’GaL1 e *’GaL3 em linhas
celulares MCF-7 para diferentes periodos de tempo (37°C).

De forma a avaliar se o radiopéptido *"GalL1 apresentava uma ligacao especifica ao
recetor foram efetuados, em paralelo, estudos de captagdo celular na presenca de uma
elevada concentracéo de pNPY (1 mM) bloqueando os recetores Y1 (figura 2.23).
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Figura 2.23 Captagao celular e internalizacao do complexo ®’GaL 1 purificado em células MCF-7 nos
diferentes periodos de tempo (37°C) com e sem bloqueio do recetor Y1. A associa¢cdo a membrana
celular e a atividade de internalizagé@o esta expressa em percentagem de atividade total (média + desvio
padréo de quatro replicados).

Os resultados obtidos mostram que houve uma ligeira diminuicdo n&o significativa da
percentagem de radiopéptido internalizado na presengca do pNPY (0,20% + 0,02%
relativamente a 0,24% + 0,07%, 1h). A reduzida diferenca nas percentagens de atividade
internalizada pode ser justificada pelos baixos valores de internalizagdo mesmo sem o bloqueio
do recetor Y1. A atividade ligada & membrana celular ap6s 1h de incubagdo com bloqueio do
recetor Y1 diminuiu, mas de forma pouco significativa, de 2,58% + 0,25% para 2,08% + 0,13%.
Esta diminuicdo parcial (incompleta) parece indicar que nem toda a ligagdo a membrana é

especifica e mediada pelo recetor Y1.

A baixa internalizacéo dos radiopéptidos podera indicar que houve perda de afinidade
para o recetor Y1. De facto, apesar da sequéncia peptidica inicial [Pro*°-Nle*'-Bpa®**-Leu*|NPY
(28-36)] ter revelado uma boa afinidade para o Y1R (ICso = 29,7 + 6,8nM), o péptido pode ter
perdido a afinidade para o recetor devido as modificacBes estruturais efetuadas (e.qg.
introducdo do agente quelante DOTA e/ou por complexacdo com o metal). Como referido no
capitulo introdutério, a inser¢do de um espacgador permite aumentar a distancia do centro
metdlico a biomolécula, minimizando a possibilidade de modificacdo das propriedades
biologicas, e modelar a farmacocinética mediante a introducdo de grupos funcionais de

237888 No complexo ®’GaL3 o espacador é mais longo, afastando o péptido do

natureza diversa.
centro metélico com o intuito de minimizar impedimentos estereoquimicos na ligacéo ao recetor

e manter a afinidade para o recetor Y1.

Para esclarecer esta questdo, € imprescindivel efetuar estudos de afinidade para o
recetor Y1 dos diferentes conjugados peptidicos e dos complexos inativos de Galio (GaL1-
GalL3). Os resultados de afinidade obtidos permitiiam concluir se a baixa internalizacédo
observada é devida a uma eventual perda de afinidade para o recetor Y1. Por outro lado, pode-

se colocar a hipétese do péptido inicial (previamente avaliado como agonista) ter adquirido
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caracter antagonista devido as alteragdes estruturais introduzidas, o que justificaria as baixas
internalizacdes observadas. Contudo, 0 comportamento antagonista associado aos
radioconjugados pode ndo ser desvantajoso desde que os radioligandos mantenham elevada
afinidade para o recetor Y1, podendo ser explorados como potenciais sondas de imagiologia
molecular dos tumores que expressam estes recetores. De facto, comparativamente a
agonistas, observa-se ligacdo a um maior nUmero de recetores, captacao e retencdo tumoral in
vivo significativamente superior, raz8es tumor/6rgéos superiores e perfis farmacocinéticos mais
favoraveis. A internalizagdo celular poderd ndo constituir um requisito fundamental para
imagem tumoral in vivo. Estudos pré-clinicos mostram elevada captacédo de radioconjugados
antagonistas nos recetores da somatostatina comparativamente a agonistas. Os estudos

desenvolvidos com o complexo ™!

In-DOTA-BASS, o primeiro antagonista da somatostatina
para imagem tumoral, mostraram um perfil farmacocinético com menor captacdo renal,
Yn-DTPA-Octredtido,

inferindo-se a viabilidade no uso de antagonistas sst para diagnéstico e terapia de tumores

hepética e esplénica e fixacdo tumoral superior comparativamente ao

neuroenddcrinos.®’

Ainda com o objetivo de avaliar a especificidade da ligacdo dos radiopéptidos *GaLle
’GalL3 foram também realizados estudos de captacdo celular para os mesmos tempos de
incubacgéo a 37°C nas células de melanoma melandtico murino, B16F1, que supostamente ndo
expressam o recetor Y1. Nas figuras 2.24 e 2.25 estdo representados os resultados da
percentagem de captacdo celular por atividade total para os tempos 30, 60 e 120 minutos nas

duas linhas celulares.
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Figura 2.24 Internalizac&o (a) e captacdo na membrana (b) do complexo ®’GaL 1 em linhas celulares
MCF-7 e B16F1 para diferentes periodos de tempo (37°C).
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Figura 2.25 Internalizac3o (a) e captacdo na membrana (b) do complexo ®’GaL3 em linhas celulares
MCF-7 e B16F1 para diferentes periodos de tempo (37°C).

Pela andlise das figuras 2.24 e 2.25 verifica-se que, ao contrario do esperado, a
captacdo e internalizacdo dos dois radiopéptidos (*’GaLl e ®’GalL3) nas células B16F1 é
superior ao observado para as células MCF-7. No entanto, nas células B16F1 que se pensava
ndo expressarem o recetor Y1, ndo era esperado ver captacdo significativa na membrana.
Contudo, estudos recentes demonstram uma expressao significativa do NPY no melanoma.”®
Neste contexto, devera ser avaliada a expresséo do recetor Y1 nas células B16F1 por ensaios
Western Blot. Os valores de internalizagcdo e captagcdo na membrana celular mais expressivos
nas células B16F1 podem ser justificados por uma taxa de crescimento superior

comparativamente as células MCF-7.

Nos estudos de internalizagdo celular dos radiopéptidos analogos do NPY tém sido
utilizadas essencialmente células MCF-7. No entanto, seria pertinente efetuar também os
ensaios em células MDA-MB-231 e MDA-MB-435S (linhas metastéticas), dado que se
confirmou a elevada expresséao do recetor Y1 nestas linhas celulares (superior relativamente as
células MCF-7).%

Em estudos recentes, verificou-se que um ligando analogo do NPY marcado com =
apresentava afinidade de liga¢@o para o RY1 em células MCF-7 (Ki = 31 £ 18nM). No entanto,
a captagdo tumoral in vivo e a intensidade de captacdo nos estudos PET mostraram-se
reduzidas.®® Neste contexto, torna-se pertinente o desenvolvimento de estudos de

biodistribuicdo em modelos animais com tumores induzidos que sobreexpressem o recetor Y1.

2.4.2 Estudos de biodistribuicéo e estabilidade in vivo/ metabolizacdo
A avaliagcdo do comportamento biologico de complexos radioativos em modelos
animais € importante, pois permite estudar a selectividade e especificidade dos complexos para
determinados 6rgdos ou tecidos, possibilitando ainda a avaliacdo da velocidade de distribuicdo
e eliminacdo. Através destes estudos € também possivel avaliar a estabilidade dos complexos
radioativos in vivo. Em particular, permitem determinar a taxa de depuragdo sanguinea e

identificar as vias de excre¢do envolvidas na eliminacdo do composto, parametros que séo
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muito importantes na investigacao e desenvolvimento de radiofarmacos. A taxa de depuracéo
sanguinea deve ser rapida o suficiente para evitar irradiacdo excessiva dos 6rgdos nao-alvo,
mas assegurando que o complexo esteja em circulacdo o tempo necessario para que atinja o
alvo. Em relacdo as vias de excrecdo, a eliminacdo renal é vantajosa na medida em que

geralmente é mais rapida e contribui para melhorar a razdo alvo/fundo na regido abdominal.

Assim, nos estudos biolégicos realizados em animais foram analisados dois parametros
gerais, a biodistribuicdo e a eliminacdo, de forma a avaliar a farmacocinética e estabilidade in
vivo. Os objetivos consistram em quantificar a depuracdo sanguinea e muscular dos
complexos radioativos, a velocidade de excrecdo total, a(s) via(s) de eliminacdo e analisar a

possivel fixacdo seletiva em determinado 6érgéo ou tecido.

As vias de excre¢do urinaria e hepatobiliar foram estudadas, medindo a atividade
existente nos Orgdos excretores correspondentes e, relacionadas com a determinacdo dos

valores de lipofilia.

Os estudos de biodistribuigdo envolveram a inje¢do intravenosa de 100uL (0,3 MBQ)
dos complexos radioativos ®’GaL1- ®’GalL3, através da veia da cauda, em murganhos fémea
CD-1 normais (35-40g). Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical a dois
tempos diferentes — 60 e 120 minutos pés-inje¢cdo (p.i.) para o ’GalL1 e 30 e 60 minutos para
0s complexos *GaL2 e *'GalL3 p.i. — e os 6rgdos removidos, pesados e a sua atividade

medida.

A excregéo foi assumida como a diferenga entre a atividade administrada e a atividade
medida imediatamente apds o sacrificio. A atividade total no sangue, osso e musculo foi
calculada considerando que estes 6rgéos correspondem a 6, 10 e 40% do peso total do animal,
respetivamente. Amostras de sangue e urina foram recolhidas nos tempos de sacrificio para

avaliacdo da estabilidade in vivo.

Os resultados de biodistribuicdo foram expressos em percentagem de atividade
injetada por érgao total (% A.l./6rgéo) e também por grama de 6rgdo (% A.l./g 6rgdo). A fixacédo

dos complexos nos 6rgdos/tecidos mais relevantes foi ainda representada graficamente.
Biodistribuicéo e estabilidade in vivo/ metabolizagdo do complexo *"GaL1

Na tabela 2.6 estdo registados os resultados de biodistribuicdo expressos em
percentagem de dose injetada por grama de 6rgédo (% A.l./ g 6rgdo) para o complexo GalL1
purificado, onde se verifica que a taxa de depuragéo sanguinea é elevada (% A.l./g 6rgao no
sangue de 0,18%+0.006% aos 60 minutos e 0,09%+0,04% aos 120 minutos), o que indica que
a distribuicdo para os tecidos € rapida e a ligacdo as proteinas plasmaticas deve ser baixa, 0
gue se correlaciona bem com os resultados encontrados nos ensaios in vitro de ligacdo as
proteinas plasmaticas. A clearance muscular aos 60 minutos é muito acentuada (% A.l/ g
6rgdo no musculo de 0,04%:+0,01% no primeiro tempo em estudo e 0,03%+0,01% no tempo
mais tardio). Da analise dos 6rgdos adjacentes ao 6rgdo-alvo, coracdo e pulmdao, denota-se
uma baixa fixacdo e ambos sofrem clearance até aos 120 minutos, o que contribui para

melhorar a raz&o alvo/fundo na regido mamaria.
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A excrec¢do total do complexo aos 60 minutos € muito elevada (88%+2,2% A.l.) e aos
120 minutos praticamente todo o composto foi eliminado (91,7%z 0,5% A.l.). A fixacdo do
complexo no figado e no intestino aos 60 e 120 minutos é reduzida, indicando que a excrecao
hepatobiliar € minima. A baixa fixacdo a nivel do baco, figado e pulméo é baixa, corroborando
os resultados obtidos por ITLC-SG que evidenciaram a auséncia de coldides na preparagéo
radioativa. A excrecdo correspondera maioritariamente a eliminacdo via urinaria. Os valores
correlacionam-se com o coeficiente de lipofilia associado ao radiopéptido (Dgu~=-1,86+0,14,
pH7,4). A excregdo por via urindria permite aumentar a qualidade da imagem, nomeadamente
na pesquisa de depoésitos secundarios em 6rgdos abdominais; minimizar a irradiacdo nos
6rgaos nao-alvo e diminuir a atividade administrada sem comprometer a retencdo a nivel do
recetor. Uma excrecdo rapida pela via urinaria podera ser vantajosa se, simultaneamente
houver uma elevada captacéo e reten¢do do radioligando nas células tumorais (potenciada por
elevada afinidade para os recetores Y1). No entanto, uma excre¢cdo demasiado rapida pode
comprometer a fixacdo no érgéo alvo e podera dificultar a realizacdo de imagens em tempos
tardios. Neste contexto, pode ser pertinente desenvolver alteracbes estruturais no
radiocomplexo de forma a modular o caracter lipofilico com variagdo do espacgador ou da carga

sem comprometer a afinidade para o recetor Y1.

Tabela 2.6 Resultados de biodistribuicao (% A.l./g 6rgdo) e excrecao total (% A.l.) aos 60 e 120 minutos
do complexo ®’GaL 1 apés purificagao.

) *GaL1
Orgao 60 min 120 min
Sangue 0,18+0.006  0,09+0.04
Figado 2,00+0,60 2,02+0,82
Intestino 0,08+0,004 0,19+0,10
Baco 1,04+0,52 0,73+0,39
Coragéao 0,07+0,01  0,05+0,01
Pulméo 1,15+0,44 0,20+0,02
Rim 1,55+0,03 1,33+0,13
Musculo 0,04+0,01 0,03+0,01
Excrecéo Total
(% A.l) 88,0+2,2 91,7+0,5

Para facilitar a visualizacéo do perfil farmacocinético do complexo ®’GaL1 purificado é
mostrado um histograma (figura 2.26A) com o0s resultados de biodistribuicdo nos

orgados/tecidos mais relevantes e respetivas vias de elimina¢éo (figura 2.26B), em percentagem
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da dose injetada por grama de 6rgao (%A.l./g 6rgdo) e percentagem de dose injetada (%A.1.),

respetivamente.
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Figura 2.26 Resultados de biodistribuicao (% A.l./g 6rgao) (a) e excrecédo total (% A.l.) (b) aos 60 e 120
minutos para os principais 6rgaos/tecidos do complexo *GalL1 purificado.

Como referido, foram ainda realizados estudos de estabilidade in vivo através da
andlise por HPLC (ver 4.2.6 - método 2) de amostras de sangue e urina, recolhidas dos
animais no momento de sacrificio. Antes da andlise por HPLC, a urina e o sangue foram

convenientemente tratados (método 4.6.2.1.).

O cromatograma de HPLC relativo ao comportamento do radiopéptido em circulagao
sanguinea (1h p.i.) mostra que o complexo ®’Gal1 se mantém intacto na circulagdo sanguinea
(tr=12,01min), indicando que podera atingir o drgdo/tecido alvo na forma quimica pretendida
(figura 2.27). Contudo, o radiocromatograma da analise da urina mostra que o complexo
®'GalL1 sofre elevada decomposicdo/metabolizacéo in vivo, sendo excretado pela via urinaria
na forma de um metabolito mais hidrofilico (t=9,12min) (figura 2.28).
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Figura 2.27 Cromatogramas de HPLC do complexo *GalL1 purificado e do sangue de murganhos
recolhido aos 60 minutos p.i (dete¢o y).
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Figura 2.28 Cromatogramas de HPLC do complexo *GaL1 purificado e da urina de murganhos
recolhida aos 60 e 120 minutos p.i (deteg&o y).

Biodistribuicéo e estabilidade in vivo/ metabolizagcdo do complexo *"GaL2
O estudo de biodistribuicdo do radiocomplexo ®’GaL 2 foi efetuado aos 30 e 60 minutos

p.i. devido a elevada excre¢do observada para o complexo *"GaLl.

Pela andlise da tabela 2.7 relativa ao estudo de biodistribuicdo do complexo *’GaL2
ndo purificado, verifica-se que a taxa de depuracdo sanguinea € relativamente elevada,
observando-se uma atividade em circulacdo relativamente baixa (% A.l./g 6rgdo no sangue de
2,66% aos 30 minutos e 1,58% aos 60 minutos). Nos estudos de estabilidade in vitro, o
complexo apresenta uma ligacdo as proteinas plasmaticas de 49% (1h de incubagéo a 37°C). A
taxa de clearance muscular é bastante acentuada com valores de 0,54% A.l./g 6rgdo no

primeiro tempo em estudo e 0,20% A.l./g 6rgdo no tempo mais tardio.

A fixacdo hepética, esplénica e pulmonar aos 30 minutos é elevada, o que pode ser
justificado pela possivel presenca de coléides. A analise por ITLC-SG nédo revelou a presenca
de coloides na preparacao radioativa, pelo que a formacao de coloides podera ter ocorrido in
vivo. A clearance dos 6rgdos do sistema reticuloendotelial aos 60 minutos é reduzida. No
figado verifica-se fixagdo acentuada nos dois tempos em estudo (10,80% A.l./g érgédo aos 30

minutos e 10,38% A.l./g 6rgdo aos 60 minutos) com baixa fixacdo do radiocomplexo ao nivel
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intestinal (0,16% A.l./g 6rgdo aos 30 minutos e 0,14% A.l./g 6rgdo aos 60 minutos), dando
indicagdo da presenca de coldides. Comparativamente ao ®’GalLl, o complexo ®’‘GaL2
apresenta um caracter hidrofilico mais acentuado nos estudos in vitro, mas menor taxa de
excrecdo total aos 60 minutos que podera ser justificada pela fixacdo do radioconjugado a nivel

hepatico, indicando mais uma vez que poderiamos estar na presenca de coldides.

Para avaliar a possivel presenca de coléides na preparacao, procedeu-se ao estudo de
biodistribuicdo do complexo *"GaL2 apos purificagdo. Os resultados de biodistribuicdo para o
complexo ®’GalL2 purificado obtidos 60 minutos p.i. ndo s&o similares aos resultados do

composto ndo purificado como se comprova na tabela 2.7.

No complexo ®’GaL2 purificado, a depuracdo sanguinea e muscular é superior a
registada no radiocomplexo homoélogo ndo purificado (3,62% A.l./g érgdo no sangue e 0,66
A.l./lg 6rgdo no musculo), mantendo-se uma clearance elevada. Ao nivel hepatico os valores
descritos sdo consideravelmente inferiores aos registados no complexo nado purificado
(complexo nédo purificado de 10,38% A.l./g 6rgdo vs. complexo purificado de 2,66% A.l./g
orgdo). No baco, figado e pulm@o os valores de fixagdo do radiocomposto decrescem
significativamente, confirmando a formacg&o de espécies coloidais no composto ndo purificado
(figura 2.30).

Tabela 2.7 Resultados de biodistribuicao (% A.l./g 6rgdo) e excrec¢éo total (% A.l.) aos 30 e 60 minutos do
complexo ®’GaL2 antes e ap6s purificacso.

*GaL2
Orgéo NP** p*
30 min 60 min 60 min
Sangue 2,66+0,84 1,58+0,37 | 3,62+0,09
Figado 10,80+3,58 10,38+2,53 | 2,66+0,00
Intestino 0,16+0,04 0,14+0,05 | 0,42+0,13
Bago 6,19+0,85 0,53+1,15 | 1,21+0,36
Coracdao 0,99+0,42 0,72+0,28 | 1,13+0,17
Pulméo 4,11+0,89 2,93+1,26 | 1,76x0,11
Rim 4,66+1,20 4,11+1,02 | 4,93+0,38
Mdusculo 0,54+0,44 0,20+0,01 | 0,66+0,14
Excrecéo Total

(% A.L) 39,3+12,9  54,8+3,3 | 43,616

*NP: complexo néo purificado
*P: complexo purificado
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Para facilitar a visualizacdo das diferencas de perfil farmacocinético do complexo
®’GalL2 ndo purificado e purificado € mostrado um histograma (figura 2.29A) com os resultados
de biodistribuicdo nos érgaos/tecidos mais relevantes e respetivas vias de eliminacao (figura
2.29B), em percentagem da dose injetada por grama de 6érgao (%A.1./g 6rgédo) e percentagem
de dose injetada (%A.1.), respetivamente.
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NP: complexo ndo purificado
P: complexo purificado

Figura 2.29. Resultados de biodistribuicdo (% A.l./g érgao) (a) e excregao total (% A.l.) (b) aos 30 e 60
minutos para os principais érgaos/tecidos do complexo ’GaL2 ndo purificado e purificado.
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Figura 2.30. Resultados da biodistribuicédo (% A.l./g 6rgado) esplénica, hepatica e pulmonar aos 30 e 60
minutos para o complexo ¢’GaL 2 antes e ap6s purificacéo.

A acumulacéo renal do complexo néo purificado e purificado aos 60 minutos é similar
(complexo nédo purificado 4,11% média A.l./ g 6rgdo vs. complexo purificado de 4,93% A.l./g
0rgdo), sendo a excregdo via urinaria a mais significativa, corroborando o valor obtido no

coeficiente de lipofilia (Domw=-2,57+0,01, pH7,4) para o complexo.

A excrecgdo total do composto purificado foi de 43,6% A.l., discretamente inferior a

observada no composto ndo purificado para 0 mesmo tempo de avaliacéo.

Por andlise dos resultados de HPLC (ver 4.2.6 - método 2) para o sangue (figura 2.31),
observa-se que aos 30 minutos p.i., 0 complexo *GaL2 é a espécie maioritaria na circulagao
sanguinea (tr=11,55min; 54,42%), coexistindo com uma espécie radioquimica com tempo de
retencdo similar ao cloreto de galio (tr=3,33min; 40,64%). Aos 60 minutos p.i. verifica-se a

diminuicdo em circulacéo do complexo intacto (47,06%).
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Figura 2.31 Cromatogramas de HPLC do complexo *’GaL2 purificado e do sangue de murganhos
recolhido aos 30 e 60 minutos p.i (detegéo 7).

Pela andlise dos cromatogramas de HPLC (ver 4.2.6 - método 2) relativos

Q.

estabilidade na urina (figura 2.32) para o complexo *"GaL 2, verifica-se gue aos 30 minutos a

presenca de um radiocomposto com tempo de retencdo semelhante ao Cloreto de Gdlio (t=
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3,33min; 76,96%), complexo *"GaL2 (t=11,46min; 1,92%) e outro metabolito mais hidrofilico
(t=8,12min; 17,67%). Aos 60 minutos, visualiza-se a presenca das mesmas espécies
radioquimicas. Os resultados indicam que o complexo em estudo sofre metabolizacéo in vivo
(figura 2.32).
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Figura 2.32 Cromatogramas de HPLC do complexo ®’GaL 2 purificado e da urina de murganhos
recolhida aos 30 e 60 minutos p.i. (detegéo y).

Biodistribuicéo e estabilidade in vivo/ metabolizagcdo do complexo *"GalL3

Como se pode observar pela tabela 2.8, relativa ao estudo de biodistribuicdo do
complexo ®’GaL3 ndo purificado, a depuragdo sanguinea é elevada (1,23% aos 30 minutos e
0,38% aos 60 minutos), tal como a depuragcdo muscular (0,33% aos 30minutos e 0,10% aos
60minutos). A fixacdo do radiocomposto no figado e no intestino apresenta baixos valores,
indicando a baixa excre¢do pela via hepatobiliar. A captagdo pulmonar e esplénica é baixa.
Destes resultados infere-se a auséncia de coldides no composto, confirmando os resultados

obtidos por ITLC-SG, ao contrario do que acontecia com o complexo "GaL2.

Da andlise dos 6rgéos adjacentes ao 6rgéo alvo, denota-se uma baixa fixacdo e ambos
sofrem elevada clearance até aos 60minutos, o que contribui para melhorar a raz&o alvo/fundo
na regido mamaria.

Ao contrario do observado para o complexo *’GalL2, os resultados de biodistribuicdo
para o complexo *GalL3 purificado obtidos 60 minutos p.i. sdo similares aos resultados do
composto ndo purificado como se demonstra na tabela 2.8. A taxa de excre¢do do complexo
purificado aos 60minutos ndo é significativamente superior ao composto ndo purificado para o

mesmo tempo de estudo (67GaL3 néo purificado=82,2% vs. *"GalL3 purificado= 77,9%).
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Tabela 2.8 Resultados de biodistribuicdo (% A.l./g 6rgdo) e excregao total (% A.l.) aos 30 e 60 minutos do

complexo ®’GaL 3 antes e apés purificagao.

*GaL3
Orgao NP** p*
30 min 60 min 60 min
Sangue 1,23+0,04 0,38%0,05 | 0,77+0,06
Figado 1,91+0,08 1,43+0,43 | 1,08+0,03
Intestino 0,19+0,08 0,10+0,03 | 0,22+0,11
Baco 0,56+0,08 0,37+0,00 | 0,17+0,05
Coragéao 0,38+0,02 0,12+0,00 | 0,13+0,07
Pulméo 1,02+0,13 0,53+0,02 | 0,42+0,01
Rim 3,44+0,17 2,34+0,28 | 2,22+0,24
Musculo 0,33+0,00 0,10+0,01 | 0,13+0,01
Excrecéo Total

(% A.L) 64,2t53  822+2,1 | 77,923

*NP: complexo néo purificado
*P: complexo purificado

Para facilitar a visualizacdo das diferencas de perfil farmacocinético do complexo

®’GaL3 nao purificado e purificado é mostrado um histograma (figura 2.33) com os resultados

de biodistribuicdo nos érgaos/tecidos mais relevantes e respetivas vias de eliminacdo, em

percentagem da atividade injetada por grama de 6rgdo (%A.l./g 6rgdo) e percentagem de

atividade injetada (%A.1.), respetivamente.
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Figura 2.33 Resultados de biodistribui¢éo (% A.l./g 6rgéo) (a) e excre¢éo total (% A.l.) (b) aos 30 e 60
minutos para os principais 6rgaos/tecidos do complexo ®’GalL 3 nao purificado e purificado.

Pela analise dos cromatogramas de HPLC relativos a estabilidade in vivo no sangue,
observa-se aos 30 minutos maioritariamente a presenca de composto radiomarcado
(t=11,73min; 89,51%). No entanto, aos 60 minutos visualiza-se a presenca de uma espécie
radioguimica com tempo de retencdo idéntico ao *"GaCl, (t= 3,14min; 19,96%), complexo
"GaL3 (t,=11,69min; 75,21%) e outro metabolito mais hidrofilico (t=9,05 min; 15,74%) (figura
2.34).
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Figura 2.34 Cromatogramas de HPLC do complexo *’GaL3 purificado e do sangue de murganhos
recolhido aos 30 e 60 minutos p.i. (detegao v).
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Figura 2.35 Cromatogramas de HPLC do complexo *GalL3 purificado e da urina de murganhos
recolhida aos 30 e 60 minutos p.i. (detegéo ).

Pela andlise dos cromatogramas de HPLC relativos & estabilidade na urina (figura
2.35), verifica-se aos 30 minutos a presenca na urina de uma espécie radioguimica com tempo
de retencdo de 3,19 minutos (3,3%), semelhante ao *"GaCl,, e duas espécies radioquimicas
ndo identificadas, mais hidrofilicas que o complexo *"GaL3 (t=4,16 e 9,04 minutos,

respetivamente).
Conclusbes

Nos radioconjugados em estudo n&o foi encontrada nenhuma fixagcédo preferencial em
nenhum 6érgdo ou tecido, exceto nos 6rgdos relacionados com as vias de excre¢do. Na
comparacdo da percentagem de excrecdo total entre os complexos de ®’Ga em estudo,
confirma-se que a eliminacdo dos complexos ocorre maioritariamente pela via urinaria.
Contudo, os complexos mais hidrofilicos sdo os que apresentam uma excre¢cdo mais baixa,
parecendo nado se correlacionar com o coeficiente de lipofilia obtido para os compostos (tabela
2.9). O ¥GaLl é o complexo que apresenta maior taxa de excrecdo aos 60 minutos p.i.
(88,0%) e 0 ®’GaL2, o complexo mais hidrofilico, € o que apresenta uma excrecdo inferior
(43,6%). A diferenca nos estudos de biodistribuicdo entre os complexos pode dever-se a
diferenca entre os espacadores utilizados que permitem a modulacdo da farmacocinética e

eventual alteracdo da respetiva carga dos complexos.
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Tabela 2.9 Valores de Dow (pH7,4) e excrecdo total (%A.1.) aos 60 minutos determinados para os
complexos de ®’Ga purificados.

Log Dow = DP Excrecédo Total
Complexo
(pH=7,4) (%A.1)
*GaL1 -1,86 + 0,14 88,0+2,2
GaL2 -2,57 +0,01 43,6%1,6
GaL3 -2,34 +0,01 77,9423

Para facilitar a visualizacédo das diferencas do perfil farmacocinético entre os complexos
de “Ga (67GaL1 - 67GaLS) aos 60 minutos apos purificagdo € mostrado um histograma (figura
2.36) com os resultados de biodistribuicdo nos érgaos/tecidos mais relevantes e respetivas vias
de eliminagdo, em percentagem da atividade injetada por grama de 6rgédo (%A.l./g 6rgéo) e

percentagem de atividade injetada (%A.l.), respetivamente.
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Figura 2.36 Resultados de biodistribuicao (% A.l./g 6rgdo) (a) e excrecédo total (% A.l.) (b) aos 60 minutos
para os principais orgaos/tecidos dos complexos *"GaL1, “’GaL2 e ®’GaL3 apos purificagado.
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Pela analise dos cromatogramas de HPLC relativos a estabilidade dos complexos no
sangue, conclui-se que os radioconjugados permanecem em circulacdo sanguinea, o que
indica que o complexo pode atingir o alvo. Contudo, a presenca de metabolitos na urina indica
que todos os complexos sofrem metabolizacdo in vivo. O *"GalL3 apresenta menor grau de
metabolizacdo ou degradacio comparativamente ao °’GaL1 e ®’GalL2. Os resultados indicam

que o complexo ¥GalL3 apresenta uma maior estabilidade in vivo.
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3. Concluséo e Perspetivas

O cancro de mama continua a ser a principal causa de morte prematura na mulher nos
paises desenvolvidos, apesar de nos Ultimos anos se observar um decréscimo na taxa de
mortalidade. O diagnostico precoce eficaz é fundamental para melhorar a taxa de

sobrevivéncia, sendo necessario melhorar as técnicas de imagem existentes.

Recentemente, demonstrou-se que os recetores do Neuropéptido Y se apresentam
sobreexpressos numa grande variedade de tumores, mediando processos de proliferacédo
tumoral, angiogénese e metastizacao, tornando-os alvos promissores tanto para imagem como
terapia. Os recetores Y2 expressam-se no tecido mamario normal e os recetores Y1 no tecido
mamario neoplasico. O conhecimento da elevada incidéncia e densidade na expressdo do
recetor Y1 no cancro de mama conduziu ao desenvolvimento de analogos do NPY dirigidos a
estes recetores quer para uso diagnéstico quer terapéutico. Em estudos recentes foi descrita a
primeira sequéncia agonista do analogo do NPY [Pro30-Nle31-Bpa32-Leu34]NPY(28-36) com
elevada especificidade e uma afinidade na ordem dos nanomolar para os recetores Y1. A
marcacao destes analogos com radionuclideos adequados, sem perda da sua atividade
biolégica, permitiria desenvolver potenciais sondas radioativas para a detecdo precoce do

cancro de mama através da visualizacao dos recetores Y1 in vivo.

Com o objetivo de desenvolver potenciais agentes de imagem dirigidos ao Y1 foi
sintetizado um analogo do NPY, que se sabia possuir elevada afinidade e seletividade para o
Y1 e, foi conjugado através de diferentes espacadores, ao ligando bifuncional DOTA para

67/68

posterior marcagédo com Ga. Estes conjugados peptidicos foram utilizados para sintetizar os

complexos de Galio inativos (GaL1 - GaL3) que foram caracterizados por ESI-MS e HPLC.

Os complexos de *Ga (67GaL1 - 67GaL3) foram obtidos fazendo reagir os conjugados
peptidicos (L1 - L3) com ®’GaCl; em solugdo aquosa de tampé&o acetato de sédio. Apds
otimizacdo das condicdes reacionais (concentracdo de ligando, pH, temperatura e tempo de
reacdo) todos os complexos de %"Ga foram obtidos com elevado rendimento e elevada pureza
radioguimica, apos purificagdo por extragdo em fase sdlida em Sep-Pak C18. Estes complexos
de ®“Ga foram identificados por HPLC de fase reversa, comparando os seus tempos de
retencdo com o0s respetivos tempos de retencdo dos complexos de Galio inativos. Os
radiocomplexos de °’Ga foram detetados através da emissdo de radiacdo y, enquanto a

detecdo dos complexos inativos de Galio foi efetuada por ultravioleta-visivel a 256 nm.

A avaliacdo in vitro dos complexos de *Ga (67GaL1 - 67GaL3) mostrou que 0s
radiopéptidos °'GaL1 e ®’GalL3 sdo estaveis & temperatura ambiente e em condicdes
fisiolégicas (PBS pH = 7,4; temperatura de 37°C). No entanto, o complexo ®’GaL2 apesar de

ser estavel a temperatura ambiente e em soro fisiologico a 37°C é instavel em PBS (pH =7,4 a
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37°C). Todos os radiopéptidos, *GaLl - “‘GaL3, apresentaram elevada estabilidade na

presenca de apotransferrina e de DTPA.

A capacidade de internalizacao celular dos complexos ®’GalL1 e ®’GaL 3 foi avaliada em
linhas celulares de adenocarcinoma da mama humano que expressam o recetor Y1 (MCF-7).

Entre os complexos estudados, o *’GalL3 apresentou uma boa captacdo na membrana celular.

Os complexos de *Ga apresentam um caracter hidrofilico muito acentuado, sendo
®’GaL2 o mais hidrofilico (-2,57 + 0,01) e ®’GaL1 o que apresenta o caracter hidrofilico menos
acentuado (-1,86 = 0,14).

Estudos de biodistribuicdo em ratinhos fémea CD-1 saudéaveis, revelaram que os
radioconjugados em estudo (67GaL1 - 67GaL3) ndo apresentam fixacdo preferencial em
nenhum 6rgéo ou tecido, exceto nos érgéos relacionados com as vias de excre¢do. Todos eles
s&o rapidamente excretados, em especial 0 ®’GaL 1 que aos 120 minutos p.i. ja foi praticamente
eliminado (91,7%+ 0,5% A.l). A excre¢do total ocorre maioritariamente pela via urinéria.
Contudo, ao contrario do esperado, os complexos mais hidrofilicos sdo os que apresentam
uma excre¢do mais baixa. De facto, o radiopéptido ®’GaL2 é o complexo mais hidrofilico e é o

gue apresenta uma excregao inferior (43,6% A.l. aos 60 minutos p.i.).

Em estudos futuros é fundamental determinar a afinidade e seletividade dos diferentes
conjugados peptidicos (L1 - L3) e dos respetivos complexos inativos de Galio (GaL1 - GaL3)
para o recetor Y1. Dependendo dos resultados obtidos podera ser necessario realizar estudos
de investigagdo que permitam avaliar eventuais propriedades antagonistas dos compostos em

estudo.

Os estudos de biodistribuicdo foram realizados em animais saudaveis ndo permitindo
avaliar se os radiopéptidos marcados com ®’Ga se fixam nas células tumorais in vivo. Assim, no
futuro, seria importante avaliar estes radioligandos em modelos animais com tumores induzidos
que expressem 0s recetores Y1 para avaliar a capacidade de captacdo tumoral in vivo.
Dependendo dos resultados obtidos podera ser importante introduzir modificagdes estruturais
nos conjugados peptidicos e respetivos complexos metalicos de modo a obter sondas

radioativas que permitam a visualizacdo de tumores que expressam recetores Y1.

Em conclusdo, radioligandos com afinidade para o recetor Y1 sdo compostos
promissores para imagiologia molecular do cancro de mama, constituindo uma &rea de

investigacao clinica importante.
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4. Procedimento Experimental

4.1. Solventes e reagentes

Todos os reagentes quimicos e solventes utilizados eram de qualidade pré-analise e
foram usados sem qualquer purificacdo adicional, exceto quando expressamente indicado o

contrario.

Os compostos sensiveis ao ar ou a humidade foram manuseados em atmosfera de N,,
recorrendo a técnicas de linha de vacuo/azoto e de técnicas de Schlenk e utilizando solventes

secos e destilados.

Para além dos solventes e reagentes que foram utilizados nas reacdes apoés
purificacdo, foram também utilizados nas reagbes de radiosintese reagentes que foram

adquiridos comercialmente e ndo foram submetidos a nenhuma purificagéo prévia.

O analogo NPY1 [Pro®*-Nle*!-Bpa®*-Leu*|NPY(28-36), o ligando bifuncional DOTA e o0s
espagadores introduzidos foram sintetizados no GCR - IST/CTN de acordo com os métodos

descritos na literatura.

Todos os procedimentos de radiosintese foram desenvolvidos em material plastico com

0 objetivo de diminuir a adsor¢do do péptido.

4.2. Técnicas de caracterizacdo e purificacdo dos complexos [67GaL]

4.2.1. Condi¢cdes de manipulacdo de compostos radioativos
As manipulacdes de compostos radioativos foram efetuadas de acordo com as regras
de protecao e seguranca radioldgica, na presenca de monitores de radiagcdo e em laboratorios
com sistemas de ventilacdo apropriada e com pressdo negativa relativamente ao exterior.
Todos os frascos contendo soluc¢des radioativas foram mantidos dentro de contentores de
chumbo de espessura adequada, tendo em consideracdo a sua atividade. Os restantes
principios fundamentais descritos no principio ALARP (As Low As Reasonably Practicable)

foram cumpridos.

A dose de radiagcdo absorvida no decorrer da experimentacdo foi medida

periodicamente por leitura de dosimetros individuais de corpo inteiro e extremidades.

4.2.2. Medicéo da atividade das solu¢des radioativas
A atividade das solugbes de ®’Ga foi medida numa camara de ionizacdo (Aloka,
Curiemeter IGC-3, Tdquio, Japdo). As amostras com menor atividade foram medidas num

contador gama (Berthold, LB2111, Alemanha).

4.2.3. Medicéo de pH
O pH das solugdes tampao foi medido recorrendo a um micro-eléctrodo 200mm U402-

M3-S7/200. O eléctrodo foi calibrado na escala de pH utilizando solugfes tampéo padréo.
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4.2.4. Espectrofotometria UV-Vis
Para determinacdo da concentracdo de ligando (M) usada na radiosintese dos

complexos de ®’Ga recorreu-se a Espectrofotometria UV-Vis (1 = 280nm).

Para calculo da massa (mg) de péptido/ ml considerou-se que:

Mg péptido/ _ FD X Abs x MM
ml —

8026.67 (Equacao 1)

em que,
FD — Fator de Diluigdo 50 [490uL de H,0O (pH7) + 10uL de péptido];
Abs — Absortividade Molar;

MM — Massa Molar (g/mol): MM ;=1680,95; MM ,=1809, 12 e MM, 3=1851,16.

4.2.5. Cromatografia instantdnea de camada fina - silica gel (ITLC-SG)

A ITLC-SG foi utilizada para seguir a cinética e a eficiéncia das reacdes de sintese dos
complexos radioativos. No procedimento recorreu-se a tiras de silica-gel (100x10mm)
(Polygram, Macherey-Nagel). Os sistemas cromatograficos utilizados foram NaCl 0,9%/ HCL
0,1M (25:0,5ml) para avaliacdo da eficiéncia de marcacdo e MeOH/HCI 6M para analisar a

presenca de coldides.

A distribuicdo da radioatividade nas tiras foi analisada utilizando um detetor Berthold LB
505 acoplado a um radiocromatégrafo. Os pardmetros de andlise selecionados foram a
velocidade de 1200mm/h as escalas de 100k e 300k.

4.2.6. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
A HPLC foi usada para efeitos de purificacdo e controlo analitico dos analogos do
NPY1, complexos inativos e respetivos complexos de *’Ga e, ainda na andlise das
estabilidades in vitro e ensaios de estabilidade in vivo através da andlise da urina e sangue dos
murganhos CD-1.

A analise dos compostos descritos foi efetuada num sistema de HPLC constituido por
uma bomba Perkin-Elmer LC 200, um detetor UV-Vis Shimadzu SPD-10 AV e um detetor de
radiacao Berthold LB-507A ligados em série. Os solventes utilizados eram de qualidade HPLC.
A agua utilizada para preparagéo dos solventes aquosos foi bidestilada em aparelho de quartzo
Fistreen Cyclon. Os solventes e a agua foram filtrados por filtros Milipore de 0,22um e
desaerificados com Hélio. As condi¢cbes experimentais foram selecionadas de acordo com as
caracteristicas dos compostos a analisar e/ou purificar e seréo referidas particularmente para
cada elemento. Os perfis cromatograficos UV-Vis e radioativo foram obtidos por detecdo da

sua absorvancia a 256nm ou por detecdo da radiagdo gama, respetivamente.

As condigcbes cromatograficas usadas na andlise dos complexos de Ga e *Ga

descritos no capitulo 2 sdo:

Coluna: EC-Nucleosil 100 C18 (10um, 250mm x 4mm) (Macherey-Nagel, Alemanha)
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Fluxo: 1mL/min

Eluentes: (A) Solucdo aquosa de TFA 0,1%; (B) CHsCN/TFA 0,1%
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Para comparac¢éo entre os complexos de Ga e ®"Ga utilizou-se a sequéncia de eluicédo

do método 1. Os gradientes utilizados foram os descritos abaixo:

Tabela 4.1 Sequéncia de eluigdo e respetivos gradientes no método 1.

Passo Tempo (min)

% Eluente A

% Eluente B Curva

0
1

5
2
30
0,1
10

90
90
40

10

10

60
100
100

0,0
0,0
1,0
1,0

0,0

Os cromatogramas dos compostos ndo radioativos foram obtidos monitorizando a

absorgao de UV a A = 256nm.

Na analise dos complexos de ®’Ga e estudos de estabilidade in vitro e in vivo utilizou-se

a sequéncia de eluicdo do método 2. Os gradientes utilizados foram os descritos abaixo:

Tabela 4.2 Sequéncia de elui¢do e respetivos gradientes no método 2.

Passo Tempo (min)

% Eluente A

% Eluente B Curva

0

1

A

5
2

em 15

em1l

90
90
90/10
0
0/100
90

10
10
0/100
100
90/10
10

0,0
1,0
1,0
1,0
2,0

2,0

4.2.7. Purificacdo em coluna Sep-Pak C18

A purificacdo dos complexos de ®’Ga foi realizada em coluna Sep-Pak de fase reversa

C18 (Sep-Pak, Waters,

Irlanda).

De acordo com o protocolo do fabricante, o pré-

condicionamento da coluna foi efetuado com 10 mL de MeOH e 10 mL de H,O. A elui¢céo foi

feita utilizando um gradiente H,O:TFA 0,1%/CH3CN, iniciado com H,O para remocao do

excesso de [67GaCI3] e seguido de TFA 0,1%/CH3CN para recolha dos complexos de *Ga.

A medicao de radioatividade correspondente a fase aquosa, ao complexo de “Gaea

presenca de colbéides na preparacdo radioativa foi realizada em camara de ionizacdo (Aloka,

Curiemeter IGC-3, Toquio, Japéo).
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4.3. Radiosintese de [*’GaCls]

O [*‘GaCls] foi obtido por conversdo de Citrato-[*’Ga], comercialmente disponivel
(Mallinckrodt Medical B.V, Holanda), utilizando um procedimento descrito na literatura, no qual
foram introduzidas ligeiras modificacdes.”® Esta metodologia envolve extracdo em fase sélida
utilizando cartridges de silica gel (Sep-Pak Sl, Waters, Irlanda) segundo o seguinte

procedimento:

(1) A solugio aquosa de Citrato de Galio-[*'Ga] foi diluida com &gua destilada (V= 3 -
5mL) e foi aplicada na cartridge de silica gel com uma seringa de 5mL. Em seguida, a cartridge
foi eluida, gota a gota, com 10mL de agua destilada para remover os ides citrato ficando os

ides *’Ga*" retidos na coluna. Foi medida a atividade recolhida na agua.

(2) Os ides °’Ga* retidos na coluna foram eluidos com 3mL de uma solugéo aquosa de
HCI (0,1M) e recolhidos em fragBes de 0,5mL. A radioatividade de cada uma das fracBes e a
atividade retida na cartridge foram medidas e foi calculada a percentagem de radioatividade
recuperada. As fragdes com maior atividade foram analisadas e avaliada a pureza radioquimica
do [*'GaCl,] obtido através de cromatografia planar (ITLC-SG) e HPLC. O [*'GaCl;] foi sempre

obtido com uma pureza radioquimica superior a 95 %.

4.4, Radiosintese e caracterizagcdo dos complexos [G7GaL]

No GCR — IST/CTN foram previamente sintetizados conjugados do analogo do NPY
com a sequéncia [Pro30-Nle31-Bpa32-Leu34]NPY(28-36) ao agente quelante DOTA através de
diferentes espacadores. A reconstituicdo dos ligandos foi realizada com ACN 0,4M para

diminuir processos de adsorcao.

As condi¢Bes de marcagéo foram otimizadas com variagdo da concentracdo de ligando,

pH, temperatura e tempo de reacgéo.

4.4.1. Radiosintese do complexo [GaDOTA]-NPY1 (67GaL1)
O complexo ¥"GalL1 foi preparado dissolvendo o DOTA-NPY1 (concentracédo final de 8
x 10° M) em tamp&o de acetato de sédio 0,4 M (pH=5). Apés adicdo de [67GaCI3] em 0,1M de
HCI (250uL), a solugdo foi incubada a 95°C durante 30 minutos até se obter o complexo final
[¥’GaL1] (t=12,01min). O pH final de marcagcao foi de 5.

O controlo de qualidade do complexo (determinacdo do rendimento e pureza
radioguimica) foi realizado por ITLC-SG (ver 4.2.5.) e HPLC (ver 4.2.6. — método 2).

4.4.2. Radiosintese do complexo [Lys(DOTA)]-NPY1 (*’GaL?2)
O complexo ®GalL2 foi sintetizado por reacdo direta do [Lys(DOTA)]-NPY1
(concentracdo final de 1 x 10™M) com o [*GaCls] em 0,1M de HCI (250uL) numa solucdo
tampéo de acetato de sodio 0,4M a pH=5,5. A solucéo foi incubada a 95°C durante 20 minutos

até se obter o complexo final [67GaL2] (t=11,46min). O pH final da marcacéo foi de 5.
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O controlo de qualidade do complexo (determinacdo do rendimento e pureza

radioquimica) foi realizado em condicées semelhantes ao complexo [*'GaL1].

4.4.3. Radiosintese do complexo Ac-[Lys(DOTA)]-NPY1 (67GaL3)
O complexo *’GaL3 foi preparado por dissolucdo do Ac-[Lys(DOTA)]-NPY1
(concentracgéo final de 8 x 10° M) em tampao de acetato de sédio 0,4M (pH=4,9). Apds adicao
de [67GaCI3] em 0,1M de HCI (250pL), a solucao foi incubada a 95°C durante 20 minutos até se

obter o complexo final [67GaL3] (tr=12,12min). O pH final de marcacéo foi de 4,5.

O controlo de qualidade do complexo (determinacdo do rendimento e pureza
radioquimica) foi realizado em condicées semelhantes ao complexo [*’GaL1].

Na Tabela 4.3 indicam-se as condi¢Bes experimentais otimizadas na radiosintese dos
complexos de Ga: concentracao de ligando (M), tempo de reacdo (min), temperatura (°C), pH

final e tempos de retencao (t,, min).

Tabela 4.3 Condices experimentais usadas na preparacéo dos complexos de ®'Ga.

Concentracéo de Tempo de Temperatura

Complexo PHiina  tr (Min)
ligando (M) reacao (min) (°C)
67 5
GalL1l 8x10 30 95 5 12,01
67 -4
Gal2 1x10 20 95 5 11,46
GalL3 8x10 20 95 45 12,12

ApOs otimizagéo das condi¢des de marcacéo todos os radiopéptidos foram submetidos
a processos de purificagdo por Sep-Pak C18 usando TFA 0,1%/CH;CN como eluente (ver
4.2.7), neutralizacdo com NaOH (0,1M) e evaporacdo do solvente, ndo sofrendo qualquer
degradacgdo. O controlo de qualidade foi realizado por ITLC-SG (ver 4.2.5.) e HPLC (ver 4.2.6.

— método 2). Os radioconjugados foram obtidos com purezas radioquimicas acima dos 95%.

4.5. Estudos de estabilidade in vitro

Os estudos de estabilidade in vitro dos complexos de ®'Ga incluiram ensaios de
estabilidade a temperatura ambiente e em condi¢8es fisioldgicas (tampéo fosfato salino PBS
0,1M, pH 7,4 a 37°C ou NaCl0,9% a 37°C). Além disso, foram desenvolvidos estudos de
competicdo com o DTPA e com a apotransferrina e determinacdo da ligagdo as proteinas

plasméticas.

4.5.1. Estabilidade a temperatura ambiente
Aliquotas das solucdes contendo os complexos de °‘Ga, mantidas & temperatura
ambiente, foram analisadas por ITLS-SG (ver 2.4.5) e HPLC (ver 4.2.6 - método 2) em
diferentes tempos (t=12h, 24h e 48h).
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4.5.2. Estabilidade em tampao fosfato salino PBS 0,1M (pH 7,4) a 37°C e/ou NaCl0,9% a
37°C

A determinacdo da estabilidade em condicdes fisioldgicas dos complexos ®’Ga foi
obtida com a adicdo de uma aliquota de 30ul (0,4MBq) em 50ul PBS 0,1M (pH 7,4) com
incubacdo em banho de agua termostatizado a 37°C nos tempos 12h, 24h e 48h. A
estabilidade do complexo ®’GaL2 foi ainda analisada em NaCl0,9% a 37°C para 0s mesmos
tempos de estudo. A analise das amostras foi efetuada por ITLC-SG (ver 4.2.5) e HPLC (ver
4.2.6 - método 2).

4.5.3 Estabilidade na presenca de DTPA e apotransferrina
De modo a prever a influéncia de eventuais competidores biolodgicos na estabilidade in
vivo dos complexos ¥"GalL1 - *’GalL3 face a processos de transquelatacdo foram desenvolvidos
estudos de competicdo com o DTPA e a apotransferrina, de acordo com protocolos

experimentais descritos na literatura.
4.5.3.1 Estudo de competicdo com DTPA

O estudo de transquelatacdo com DTPA foi realizado com 500uL de uma solucdo de
tampdo acetato de sédio 0,4 M (pH=5), contendo em excesso 10°M de DTPA (MM=497,36

190 As amostras foram incubadas

g/mol) e com posterior adigdo de 50uL de complexo radioativo.
a 37°C e analisadas por HPLC (método 4.2.6. — método 2) a diferentes tempos (30minutos, 1h,

2h, 24h, 48h e 72h).

4.5.3.2 Estudos de competicdo com a apotransferrina

A 50pL das solugdes contendo os complexos *’Gal1-°’GaL3 foi adicionado uma
solugdo com excesso de apotransferrina (3mg/ml) em 500uL de bicarbonato de sédio 10 mM
(pH = 6,9) e posterior incubacdo a 37°C. As amostras foram analisadas por HPLC (ver 4.2.6. —

método 2) em diferentes intervalos de tempos (30minutos, 1h, 2h, 24h, 48h e 72h).

4.5.4. Determinacgao da ligagdo as proteinas plasmaticas

A determinacdo da percentagem de ligagdo as proteinas plasmaticas foi realizada por
adicdo de 500uL de soro humano fresco a 50pL dos complexos ®‘GaL1l - ®’GaL3, sendo a
mistura posteriormente incubada a 37°C. Em periodos de tempo apropriados (30 min,1h, 2h,
24h, 48h e 72h) foram retiradas amostras de 50uL da solucéo, tratadas com 100ul de etanol
absoluto a 4°C e mediu-se a atividade total. Posteriormente, centrifugou-se durante 10 minutos
a 3000 rpm para precipitar as proteinas do soro (fracdo proteica). De seguida foi retirado o
sobrenadante resultante para medicdo da atividade em contador gama (Berthold, LB2111,
Alemanha) e para analise em HPLC (método 4.2.6. — método 2) nos diferentes intervalos de
tempo atras descritos. O sedimento foi lavado, duas vezes, com 500uL de etanol, centrifugado
e a atividade novamente medida apds retirado o excesso de etanol. A ligagdo as proteinas
plasmaticas foi determinada pela razéo entre a radioatividade presente no precipitado (fragcao
proteica), apés precipitacdo das proteinas com etanol e separacdo do sobrenadante, e a

radioatividade total da amostra.
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4.5.5. Determinacdo da lipofilia dos complexos de °’Ga pelo método de Shake-Flask

A lipofilia dos complexos de °’Ga foi avaliada por determinacdo do coeficiente de
particdo (Do) em condicdes fisiolégicas pelo sistema bifasico n-octanol (0)/ PBS 0,1M (w), a
pH = 7,4, utilizando a técnica de extracdes sucessivas.'" A tubos de centrifuga contendo 1mL
de PBS 0,1M adicionou-se 1mL de n-octanol, agitando-se de seguida em vortex durante 2
minutos. Seguidamente adicionou-se 20 pyL da solugao do complexo radioativo em estudo,
agitou-se novamente em vortex durante 2 minutos e centrifugou-se a 3000 rpm (CR4 11,
Jouan) durante 10 minutos para obter uma separacao eficiente entre a fase organica e a fase
aquosa. Apo6s centrifugacdo separaram-se as duas fases e retiraram-se aliquotas de 100uL (4
replicados) de cada uma das fases, medindo-se a sua atividade num contador de radiacéo
gama (Berthold, LB2111, Alemanha). Para efetuar a segunda extracéo retiraram-se 400uL da
fase com maior radioatividade (complexos hidrofilicos - fase aquosa; complexos lipofilicos —
fase orgénica), e adicionaram-se 400 uL da fase oposta (PBS ou n-octanol). De seguida
procedeu-se como descrito para a primeira extracdo. O coeficiente de particdo (log Doy,) foi

calculado por aplicagcéo da seguinte expresséo:
C ~
log(Dow )= log (C—;) (Equagdo 2)
em que:
C1 - atividade na fase organica (cpm);
C2 — atividade na fase aquosa (cpm).

Tabela 4.4 Valores de Log Dow determinados para os complexos de *Ga.

Actividade média no Actividade média em Log Dow * desvio
Complexo Do 5
Octanol (cpm) PBS (cpm) padréo (pH=7,4)
*GaL1 4963,6 359602,4 0,013803 -1,86 £ 0,14
*GaL2 1251,4 464307,6 0,002695 -2,57 + 0,01
GaL3 506 110804 0,004567 -2,34 + 0,01

4.6 Avaliacao biolégica dos complexos [*'GalL]

A avaliacdo bioldgica dos complexos de ®'Ga incluiu estudos de internalizacdo em

linhas celulares MFC-7 e B16F1 e estudos de biodistribuicdo em murganhos Charles River.

4.6.1. Internalizac&o em linhas celulares MFC-7 e B16F1

4.6.1.1. Linhas celulares

As linhas celulares utilizadas neste trabalho para os ensaios de internalizacdo celular

dos complexos *’GalL1 e ®’GaL3 foram:
a) Linhas celulares humanas de adenocarcinoma da mama, MCF-7;

b) Linha celular de melanoma melanético murino, B16F1.
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4.6.1.2. Cultura e manutencao de linhas celulares

As linhas celulares MCF-7 e B16F1 foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) contendo GlutaMax | (Gibco, Invitrogem). Os meios de cultura
foram suplementados com 10% de Soro Bovino Fetalico (FBS) (Gibco, Invitrogen) previamente
inactivado pelo calor e com 1% de solugéo de antibiéticos Penicilina (100U/mL)/Estreptomicina
(10ug/mL) (Invitrogen). As linhas celulares foram mantidas em cultura numa incubadora a 37°C
em atmosfera himida de 5% de CO, (Heraeus, Alemanha). Sob condi¢cfes de assepsia, 0 meio
das células em cultura foi mudado de 2 em 2 dias. Nas linhas celulares aderentes procede-se a
diluicdo da cultura celular quando se atinge cerca de 80% de confluéncia. Posteriormente, o
meio de cultura foi removido e as células lavadas com PBS pH 7,2 e incubadas com tripsina-
EDTA (Gibco, Invritogen) para desagrega¢do do frasco. De seguida, realizou-se a inativacéo
da accéo da tripsina adicionando-se meio de cultura [3tripsina:lmeio de cultura (ml)]. As
células foram diluidas com meio de cultura fresco e transferidas para novo frasco de cultura ou

utilizadas para os ensaios de captacédo celular.

Nos ensaios de captacéo celular, determinou-se a concentracéo e viabilidade celular
por contagem de células com azul tripano 0,4% (Sigma-Aldrich). As células ndo vidveis com
membrana danificada coram de azul, ao invés das células vidveis que permanecem ndo
coradas. A viabilidade é dada em percentagem do nimero de células viaveis em relagdo ao

ndmero total de células.

As células foram colocadas em placas de 24 pocos (aproximadamente 0,2x10°

células/pocgo) durante a noite para promover a sua aderéncia (37°C; 5% de CO,).

As células tumorais foram incubadas a 37°C com 200000 cpm do complexo *’GalL 1-
*’GalL3 ndo purificado ou purificado em 0,5ml do meio de ensaio (MEM com 25nM HEPES e
0,2% BSA) durante diferentes periodos de tempo (5, 30, 45, 60, 90 e 120minutos). Para
remover o radiopéptido ndo ligado as células e interromper a internalizagdo efetua-se a

lavagem das células com meio de ensaio frio.

Para remover a fragdo de radiopéptidos ligado ao recetor na membrana celular (fragcao
A) efetuaram-se duas incubacdes/lavagens com tampéo acido (50 nM GlicinaHCL/100 nM de
NaCl, pH2,8) durante 4 minutos a temperatura ambiente. A atividade associada a superficie da
célula pode corresponder a ligacdo especifica aos recetores ou a ligagdo inespecifica a

superficie das células.

Para neutralizar o pH acido das células recorreu-se a lavagem com PBS pH7,2 frio.
Seguidamente, a lise celular ocorreu com adi¢cdo de NaOH 1M durante 10 minutos a 37°C para

determinar a fracdo de radiopéptido internalizado (fracéo B).

A percentagem de radioatividade associada & membrana celular e a percentagem de

radioatividade internalizada foram medidas em contador gama.

A percentagem de captacao celular total corresponde a soma da atividade na superficie

celular com a atividade internalizada.
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A % de captacdo na membrana celular e a % de internalizacdo foram calculadas

segundo as expressodes:

Atividade da fracdo A (cpm)
Atividade total (cpm)

% captacdo membrana celular = x 100 (Equagéo 3)

. L Atividade da fra¢do B (cpm) .
% internalizacio celular = Atividade total (cpm) x 100 (Equacao 4)

Com os dados experimentais tracaram-se curvas de % captacao total (células vs tempo

de incubag&o).

Para avaliar a captacdo e internalizacdo celulares especifica do composto (mediada
pelo recetor Y1) realizou-se um estudo utilizando um agonista potente pNPY (1uM) para

bloquear os referidos recetores.

Os estudos de internalizagéo celular foram efetuados em colaboragédo com a Doutora
Paula Raposinho (IST/CTN).

4.6.2. Estudos de biodistribuicdo em murganhos Charles River
Os estudos de estabilidade in vivo foram realizados de acordo com as normas
portuguesas de manipulagdo de animais. Os animais foram mantidos em salas de temperatura
e humidade controlada num horério 12 horas luz/ 12 horas escuriddo e em dieta normal ad
libitum, alojamento, cuidados e protecdo dos animais para fins cientificos (Decreto-lei 129/92
de 6 de Julho e 197/96 de 16 de Outubro da Portaria 1131/97, que transpdem para a ordem

juridica interna a Diretiva Comunitéria n® 86/609/CEE).

Os estudos de biodistribuicdo envolveram a injecdo intravenosa de 100uL (0,3 MBq)
dos complexos radioativos ®’GalL1-*’GaL3 através da veia da cauda em murganhos fémea
Charles River da estirpe CD-1 (35-409) previamente anestesiados com isofluorano. Os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical a dois tempos diferentes — 60 e 120 minutos p.i.
para o complexo ¥’GalL1 e 30 e 60 minutos p.i. para os complexos *GaL2 e ®’GaL3 — e os
Orgdos principais removidos, pesados e a sua atividade medida em cémara de ionizagao

(Aloka, Curiemeter IGC-3, Téquio, Japéo).

A excrecao foi assumida como a diferenca entre a atividade administrada e a atividade
medida imediatamente apOs sacrificio. A atividade total no sangue, 0sso e musculo foi
calculada considerando que estes érgéos correspondem a 6, 10 e 40% do peso total do animal,

respetivamente.

Os resultados de biodistribuicdo foram expressos em percentagem de atividade
injetada por orgao total (% A.l./6rgdo) e por grama de 6rgdo (% A.l/g 6rgdo) [capitulo 2,
tabelas 2.6 (*'GaL1l), tabela 2.7 (*’GaL?2) e tabela 2.8 (*’GaL3)]. A fixacdo dos complexos nos
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Orgaos/tecidos mais relevantes foi ainda representada graficamente [capitulo 2, figura 2.26
(*’GaL1), figura 2.29 (*’GaL?2) e figura 2.33 (*’GaL3)].

Amostras de sangue e urina foram recolhidas para avaliar a estabilidade in vivo.

Os estudos biodistribuicdo foram efetuados em colaboracdo com a Doutora Paula
Raposinho (IST/CTN).

4.6.2.1. Andlise da estabilidade in vivo/ metabolizagéo por HPLC

A estabilidade in vivo dos complexos *’GaL foi avaliada pela analise da urina e do
sangue por HPLC (ver 4.2.6 - método 2) em condic8es idénticas as utilizadas para analise dos
complexos (ver 4.2.6. — método 2). As amostras foram recolhidas nos dois tempos de sacrificio
(30 e 60 minutos p.i.), de acordo com os procedimentos atras descritos (4.6.2). A urina
colectada concomitantemente com o tempo de sacrificio foi centrifugada (CR4 11, Jouan)
durante 10 minutos a 3000 rpm e o sobrenadante foi analisado por HPLC. As amostras de
sangue recolhidas foram imediatamente centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos a 4°C e
0 soro separado em aliquotas de 75ul. O soro foi tratado com etanol frio numa razéo de 2:1
(vol/ivol de etanol/soro) para precipitar as proteinas. As amostras foram novamente
centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e analisado
por HPLC (ver 4.2.6. — método 2).
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