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1. INTRODUCAO

As doencas infecciosas impactam consideravelmente a morbidade e
mortalidade da populacdo ao redor do mundo e, apesar dos grandes avancos
tecnologicos, a identificacdo precoce e o diagndstico correto de uma infeccédo ativa
sao ferramentas cruciais para o controle efetivo e tratamento adequado desta classe
de patologias. Milhares de doses de antibidticos sdo consumidas
desnecessariamente, resultando em resisténcia bacteriana aos farmacos e aumento
no custo da terapia dos pacientes envolvidosY. Dentro deste contexto, a distingéo
entre infeccdo e inflamacdo asséptica € de extrema relevancia, especialmente
guando avaliamos o diagndstico diferencial de doencas agudas e crbnicas de
natureza 6ssea e/ou articular. Os sinais e sintomas clinicos, como também os
marcadores laboratoriais associados, nem sempre sdo capazes de distinguir a
origem do processo, pois em ambas as desordens o0s desdobramentos

fisiopatoldgicos sdo semelhantes®,

Nos ultimos anos, grandes esforcos vém sendo empregados para o
desenvolvimento de radiofarmacos capazes de detectar com precisdo e seguranca
focos infecciosos e, distingui-los seletivamente dos processos inflamatérios
assépticos. Para tal, eles devem satisfazer os seguintes critérios: apresentar alta
captacdo especifica; grande concentracdo no foco ou sitio infeccioso; rapida
depuracéo de tecidos nédo alvo; baixa toxicidade; auséncia de resposta ou ativacdo

do sistema imune, além de uma quimica de radiomarcacgao simplificada®?2).

Atualmente, com este propdsito, estdo disponiveis no Brasil, o isétopo Gélio-
67, a molécula [®FJFDG e o Exametazima (HMPAO) complexado com o
radionuclideo Tecnécio-99m para radiomarcacao autéloga de leucdcitos, sendo o
altimo o padréo ouro de diagnostico por apresentar seletividade e especificidade
superior aos demais citados. Porém, em razdo da elevada complexidade no
processo de radiomarcagdo das células leucocitarias e o recente desabastecimento
do mercado brasileiro do reagente liofilizado (HMPAO), vem dificultando a utilizac&o

deste método de diagnéstico no pais“>).

Uma alternativa promissora que vem ganhando destaque nos ultimos anos é

0 uso de peptideos com acdo antimicrobiana marcados com radionuclideos. Esta



classe de moléculas, possui geralmente massa atdmica entre 5 — 7 KDa, pode ser
encontrada em uma grande variedade de animais e plantas, sendo produzida

principalmente por fagdcitos, células epiteliais e endoteliais®>6).

A expressédo desses peptideos pode ser constitutiva ou mediada pelo contato
com micro-organismos e, representa uma importante linha de defesa da resposta
imune inata. Apesar da grande variedade de estruturas quimicas, os peptideos
antimicrobianos (PAMSs) apresentam como principal mecanismo de interacdo com 0s
micro-organismos a atracdo eletrostatica entre as cargas negativas presentes nas
membranas das células procariotas (bactérias) e as cargas positivas dos residuos
de aminoacidos contidos nos PAMs®7).

Um representante desta classe que vem se destacando € a Ubiquicidina—
UBIlu-s9). Este peptideo, que em sua composicdo total apresenta 59 residuos de
aminoacidos foi fragmentado e a regido 29 a 41 (Thr-Gly-Arg-Ala-Lys-Arg-Arg-Met-
GIn-Tyr-Asn-Arg-Arg) demonstrou ser o fragmento com os melhores resultados para
a atividade antimicrobiana®®. Em estudos pré-clinicos e clinicos, este fragmento
radiomarcado com Tecnécio-99m (**"Tc) foi capaz de diferenciar processos
inflamatoérios de infecciosos, demostrando grande potencial como agente para
identificacdo de infeccdes@0-14),

Apesar dos bons resultados obtidos até o presente momento, a sintese do
fragmento UBI@e-4pyradiomarcado com °*MTc apresenta limitagdes, principalmente no
tocante a sensibilidade, resolucdo das imagens e capacidade de quantificar com
acuracia a captacao do radiotracador. Isso ocorre devido a caracteristica fisica de
emissdo do féton-gama (y) de baixa energia emitido pelo %°"Tc(140 Kev) através da

técnica denominada tomografia por emissao de féton Unico (SPECT)®),

Por outro lado, radionuclideos emissores de positrons (*) tém sido utilizados

para radiomarcar uma variedade de compostos para imagens de tomografia por
emissao de positron (PET), a qual permite detectar e mensurar o radiofarmaco em
um tecido ou 6rgdo com maior sensibilidade (fator > 100)(1®) quando em comparacéo
com o método tradicional da medicina nuclear (SPECT). Para isso as imagens sao
adquiridas por meio da deteccdo, ndo Unica, mas coincidente de dois foétons em
sentidos opostos (511 Kev), provenientes da aniquilacdo do pdsitron com o elétron

presente no corpo do paciente®®).



Dentre os principais is6topos com este tipo de emisséo (B*), o Galio-68 (°8Ga)
vem se destacando em razdo de suas inUmeras qualidades, dentre elas: auséncia
de efeitos toxicos; tempo de meia-vida (T12) de68 min, adequado para estudos
diagnésticos; quimica de ligagdo bem conhecida e facil obtencdo através de
sistemas de geradores (%8Ge/%8Ga)'").A incorporacdo do radionuclideo®®Ga aos
compostos organicos é possivel através da utilizacdo de quelantes bifuncionais tais
como: NOTA, DOTA e DTPA(18.19),

Até o presente momento poucos estudos foram publicados avaliando o
composto [(8Ga]Ga-NOTA-UBIQUICIDINA@9.41),porém todos concluiram que este
radiofarmaco se mostrou eficiente e sensivel na identificacdo seletiva entre infeccéo

e inflamacgéo asséptica®29).

Sendo assim, a falta do reagente liofilizado HMPAO, no pais para marcacao
com Tecnécio-99m e auséncia de estudos de novas moléculas eficientes na
distincdo seletiva entre os processos infecciosos e os inflamatérios assépticos, o
presente trabalho busca avaliar e padronizar a radiomarcacdo do composto UBI29-41)

com o is6topo %8Ga para aplicacdo nos servicos de medicina nuclear.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Inflamacéo e Infeccéo

As doencas inflamatorias sdo classificadas em agudas e cronicas. As agudas
apresentam duracao entre horas e dias e, geralmente evoluem para remissdo sem
lesdo permanente, ao passo que, as cronicas podem durar de semanas a anos com
provaveis complicacdes tardias. Os processos inflamatorios podem ocorrer de forma
localizada ou sistémica, porém, em ambas, um conjunto de eventos imunoldgicos e
histopatologicos ocorrem e, podem ter inicio anos antes do surgimento dos sinais e
sintomas quando o diagndstico clinico é definido, como também durar anos apds o

seu diagndstico e tratamento®@d).

Descrito pela primeira vez h4 mais de 2.000 anos, por um enciclopedista
romano chamado Celsus, as manifestacfes externas da inflamagé&o, denominadas
de sinais cardinais, séo: calor (aguecimento), rubor (vermelhiddo), tumor (inchaco) e
dor (dolor). O quinto sinal cardinal, que é a perda da funcdo (functiolaesa), s6 foi
descrito posteriormente, no século XIX, pelo estudioso Rudolf Virchow, considerado
atualmente o “pai da patologia moderna”. As cinco manifestagbes relatadas
compdem um quadro comum aos processos inflamatorios e sdo resultado da reacéo

vascular e da resposta celular, conforme ilustra a Figura 1¢%.

No foco da inflamacé&o ocorre a liberacdo de substancias quimicas tais como
a histamina e serotonina, que tem por objetivo aumentar a permeabilidade vascular
e estimular o recrutamento de células do sangue periférico, como os granuldcitos,
linfécitos e monadcitos. A expressdo exacerbada de moléculas de adesdo as células
endoteliais também auxilia o processo e, em conjunto, com a secre¢cdo de outros
fatores quimiotaticos induzem a migracdo dos leucdcitos, através do endotélio
capilar. A ativacdo do sistema e a producdo de anticorpos, juntamente com a
liberacdo de outros mediadores inflamatérios, amplia a resposta local e, tem por

objetivo combater o agente nocivo e promover a recuperacdo tecidual (Figura
1)(21,22)_



Macrofago e

ao de micro

% y- N tecido morto
AN Fonte R?sposta ) (C [}/ —t Fonte de mediadores
‘ de dind imune S 2 == (citocinas, outros)
. (_‘J/‘ -

Mastécito ( es
) (histamina, outros) ‘P 7 Papel na resposta
4 g S S
X L imune
o
Mdasculo '
liso R =
e —
\_/
o
VASOS { o &
3 Q9
Leucécito Proteinas Fonte de mediadores

(6xido nitrico,

polimorfonuclear plasmaticas OXid(
citocinas, outros)

Endotélio

Membrana——"
basal

00 /0 Ry

Eliminacgao
de microbi
tecido morto

es da infl c Células

liminagao de micrébios. @@ - e proteinas
Fatores da coagulacao e cininogénios: W= da matriz

dores da inf extracelular

Fibroblastosgf* o

Figura 1. Componentes das respostas inflamatérias agudas e crénicas e suas principais funcdes.

[Adaptado de @1

E importante ressaltar que inflamacdo ndo é sindnimo de infeccdo e possui
outros fatores desencadeadores, como 0s agentes quimicos e fisicos. A resposta
imunoldgica as estruturas proprias (doencas autoimunes) como também a agentes
normalmente inofensivos (distlrbios alérgicos) sdo outros exemplos de fatores que
podem induzir a inflamacé&o e se diferem dos processos infecciosos, cuja a causa do

dano tecidual decorre da agdo de um micro-organismo®?2.

Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), doencas infecciosas sao
desordens associadas a acdo de micro-organismos patogénicos, como por exemplo
bactérias, virus, parasitas ou fungos. A transmissao e contagio pode se dar de forma
direta, quando o micro-organismo € transmitido de pessoa para pessoa, e/ou de
forma indireta, quando a infeccdo € adquirida pelo contato com ambiente
contaminado. A interacdo dos seres humanos com animais também pode ser
responsavel pela transmisséo de doencas e, quando assim ocorre, as denominamos

de zoondticas@).

Dados mais recentes, publicados em 2017, mostram que esta classe de
enfermidade (infecgbes) segue como uma das principais causas de
morbimortalidade no mundo. Nesse ano, em decorréncia de infecgcbes, morreram
mais de 8 milhdes de pessoas, sendo a somatdria dos anos de vida, perdidos por

elas, igual a 400.000 anos, o0 que as coloca como o primeiro fator de morbidade e o



terceiro responsavel pela mortalidade entre os tipos de doencas classificadas na
Figura 2. A maioria das mortes citadas foram ocasionadas por um ndmero
relativamente pequeno de micro-organismos. Cerca de dois tercos das mortes por
infeccbes sdo causadas por aproximadamente 20 patdgenos bacterianos e

virais(@4:25),

Nos Estados Unidos, um levantamento realizado pelo centro de prevencao de
doencas (CDC) revelou que anualmente, dos 2 milhdes de casos de individuos com
infec¢des bacterianas, 23 mil morreram em decorréncia de multipla resisténcia (MR),
0 gue resulta em um prejuizo financeiro estimado de U$55-70 bilhées. Os dados
europeus ndo sao diferentes, aproximadamente 25 mil pessoas perdem suas vidas
devido a MR, o que resulta em um impacto financeiro da ordem de 1,5 bilhdes ao

ano para a economia europeia®®),
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Figura 2. Dados globais dos anos de vida perdidos em decorréncia de doencas em 2017. [Adaptado

de 4.

Embora a descoberta da penicilina, no inicio do século passado, tenha sido
um ponto marcante na historia, as infec¢gdes bacterianas continuam representando
uma grande ameaca a vida. A selecdo de patdogenos multirresistentes pelo uso
indiscriminado dos antibitticos, como também o aumento da populacdo susceptivel
as infecgbes causadas por procedimentos invasivos, transplantes ou pelo tratamento
de céncer justifica a preocupacdo da OMS, que afirma que a resisténcia aos

farmacos antimicrobianos é uma das dez principais ameacas a satde humana®”.



As estimativas mundiais para os proximos 30 anos reforcam tal preocupacgéo
e, revelam que em 2050 sdo esperadas 10 milhdes de mortes ligadas diretamente
as bactérias MR, tornando-se assim a principal causa de mortalidade para este ano,

superando as doencas neoplasicas, diabetes e os acidentes de transito (Figura 3)@8).
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Figura 3. Estimativa global de mortalidade projetada para 2050. [Adaptado de (24)].

Diante do exposto, fica evidente a importancia da descoberta de novos
agentes de diagndsticos que consigam identificar com precocidade e, com
especificidade adequada os focos infecciosos, diferenciando-os seletivamente dos
processos inflamatorios estéreis. Embora grandes esforcos venham sendo

empregados neste sentido, é necessario melhorar a maneira como € feito o

diagndstico e, por consequéncia, o tratamento das infeccdes@.

2.2. Métodos diagndésticos de doencas infecciosas

Diversas sao as técnicas que podem ser utilizadas no diagnoéstico das
doencas infecciosas, sendo as mais tradicionais a microscopia, técnicas de
avaliacdo microbiolégica e analise molecular, como por exemplo PCR-RT utilizado
no diagnéstico da COVID-19. Para todas elas, é fundamental a coleta adequada de
uma amostra biolégica como sangue, urina, escarro ou liquido cefalorraquidiano. A

biopsia ou resseccao cirdrgica da regido infectada normalmente € utilizada para o



diagnostico definitivo e, por isso, deve ser feita com elevada precisdo, pois a

auséncia deste cuidado resulta, com frequéncia, em baixa acuracia do método®@4.

A amostragem em lesdes heterogéneas, o risco de contaminacdo no
procedimento, além das dificuldades encontradas no cultivo ex vivo de alguns
patogenos (por exemplo,M. tuberculosis), sdo barreiras importantes que podem
influenciar a qualidade dos resultados, como também acarretar atrasos no
diagnéstico. Além disso, enumera-se também outros problemas igualmente
limitantes, como o alto custo financeiro e a impossibilidade de coleta em tecidos e
orgdos que estdo em posicdo anatbmica profunda ou em local de dificil acesso.
Todas estas limitacOes resultaram no avanco para o desenvolvimento de outros
métodos para substituir ou complementar os ja existentes, utilizando novas
tecnologias capazes de realizar o diagnostico das infec¢cdes por meio da aquisicédo

de imagens@4.

Este campo da medicina, chamado de diagnostico por imagem, engloba
diferentes modalidades e processos para a obtencdo de imagens do corpo humano
e, segundo a OMS, quando adquiridas de forma eficaz, segura e com elevada
qualidade, auxiliam na tomada de decisdes médicas, reduzindo procedimentos

cirtrgicos desnecessarios®?.

Atualmente, os principais métodos utilizados com este propésito sdo: a
radiografia (raios-X), o ultrassom, a tomografia computadorizada (TC) e a
ressonancia magnética (RM). Todos eles sdo capazes de indicar a presenca de
alteracdes nos tecidos ou também a presenca de fluidos em cavidades, processo
comumente associado a presenca de bactérias. Dentre os métodos destacados a
técnica ndo invasiva mais frequentemente utilizada para avalicdo estrutural é a
tomografia computadorizada. Este exame, amplamente disponivel, consegue
produzir imagens com elevada resolucdo, sendo o método de primeira escolha no
diagnostico de diversas patologias. Entretanto, a TC apresenta baixa sensibilidade e
pequena capacidade de identificar os processos infecciosos nos estagios iniciais,

pois nesta etapa da doenca néo existem alteracdes anatémicas significativas©®?.

A exposicao a radiagdo ionizante e a impossibilidade de uso do contraste
iodado, em alguns pacientes, limitam o uso da TC o que, todavia, se contrapde ao
uso da RM que, além de dispensar o uso da radiacdo ionizante e do contraste

iodado fornece excelente visualizacao de tecidos moles e n&o calcificados, tais como



os ligamentos e visceras. Esta modalidade de imagem apresenta elevada
sensibilidade na avaliacdo de tecidos com presenca de liquido, o que permite
também a identificacdo de inflamacado, isquemias, neoplasias e anormalidades.
Entretanto, a utilizacdo da RM para avaliacdo de pacientes submetidos a
procedimentos cirlrgicos recentes e para as pessoas com implantes metélicos ou

marca-passo nio é recomendada®b).

Neste contexto, a Medicina Nuclear (MN) por meio das técnicas de imagem
SPECT e PET pode solucionar este problema quando associada as técnicas
anteriormente citadas (ex: equipamentos hibridos - SPECT/CT, PET/CT e PET/RM).
Essa associacdo traz maior acuracia na identificacao de infeccfes e suas alteracdes
fisiopatoldgicas, que vado além das imagens estruturais. Por meio deste método
hibrido é possivel visualizar, exatamente, o local do foco infeccioso fazendo a

correlacdo das imagens da MN e as obtidas da TC ou RMGD,

2.3. Medicina Nuclear

Na Medicina Nuclear a imagem do 6rgéo ou tecido estudado é obtida através
da utilizacao de radiotragadores, 0s quais, na maioria dos casos, sao administrados
pela via intravenosa (I.V.). Em alguns casos, é necesséario aguardar o tempo de
biodistribuicdo e concentracédo do radiofarmaco no tecido-alvo que se deseja avaliar,
para poder proceder com a aquisicao das imagens. O diagndstico é realizado com
base nas altera¢gBes bioquimicas e fisioldgicas do 6rgdo em andlise, sem que tenha
ocorrido necessariamente alguma alteracdo anatdmica. Assim é possivel, de forma
minimamente invasiva e com precocidade realizar o diagnostico de diversas

doencas(®?),

Radiofarmacos sédo compostos radioativos usados no diagnostico e no
tratamento de doencas. Aproximadamente 95% dos radiofarmacos sdo empregados
para fins de diagnosticos. S&o formados pela combinagdo de um componente
radioativo (radionuclideo), que emite a radiacdo para a detec¢do externa ao Orgéo
em analise, e uma molécula (ligante), que é responsavel pela interacdo do

radiofarmaco ao alvo desejado, no organismo®2:33),
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2.4. Diagnostico de Infecgdes na Medicina Nuclear

2.4.1. Gélio-67

Um dos primeiros radionuclideos para deteccdo de focos infecciosos foi o
Gélio-67 (°’Ga). Produzido por ciclotron, na forma de solugdo de citrato de galio, é
um metal que se assemelha guimicamente ao ion férrico, possuindo a capacidade
de se combinar com igual semelhanca a inimeras moléculas organicas. Apés
administracéo intravenosa, em torno de 90% do ®’Ga se encontra no plasma
sanguineo, onde se liga as proteinas transferrina, lactoferrina e ferritina. Apés sua
associacdo, a transferrina é amplamente distribuida e se acumula nos focos
inflamatorios, em razdo do aumento da permeabilidade vascular promovida pela
acdo secundaria da secrecdo lisossomal dos neutréfilos de células mortas@.A
associacdo direta do 8’Ga com as bactérias, também é possivel via mecanismo que
envolve, provavelmente, ligacdo nao especifica e acdo de agentes sideréfos
(estruturas bacterianas com poder quelante e pequeno peso molecular). Ao fagocitar
a bactéria e incorporar o ¢’Ga, os leucécitos podem carrear o radionuclideo para o
foco da inflamacé&o, permitindo a aquisicdo de imagens que sao obtidas em intervalo
de 18 a 72 horas*®? (Figura 4).

(a) (b)

Anterior Posterior

Anterior Posterior

Figura 4. (a) Distribuicdo normal do %’Ga adquirida com aproximadamente 48 horas apés a

administracdo. (b) Pielonefrite, captagdo aumentada no rim direito (seta) evidenciado foco infeccioso.

[Adaptado de (22)].

Apesar do seu amplo uso, que remonta desde a década de 70, com a

descoberta de outros agentes mais especificos, o ¢’Ga teve seu uso drasticamente



11

reduzido. Alguns fatores limitantes como baixa especificidade, pequena capacidade
em diferenciar inflamacéo de infec¢céo e reduzida resolugéo das imagens, com longo
intervalo de tempo entre a administracdo do radionuclideo e a aquisicdo das
imagens direcionou seu uso apenas para avaliacdo de algumas doencas como por
exemplo, infecgbes pulmonares, sarcoidose, osteomelite aguda/cronica e febre de

causa desconhecida(1922),

2.4.2. Leucocitos Radiomarcados

Outro método para o diagndéstico de infeccao utilizado na Medicina Nuclear é
a radiomarcacao autdloga de células leucocitarias (Figura 5). Método considerado
“padrao ouro” de diagndstico € capaz de identificar uma gama variada de processos
infecciosos, dentre eles pode-se citar: osteomielite periférica, infeccbes pos-
operatorias, infeccdes em prétese articular, em pé diabético, cardiovasculares, febre
de origem desconhecida, infec¢cdes causadas por doencas oportunistas, infeccdes
do sistema nervoso central, infeccdes musculoesqueléticas e doenca inflamatoria

intestinal9),

Figura 5. Cintilografia com leucécitos radiomarcados (SPECT e SPECT/CT) antes (a-b) e depois (c-d)

da terapia com antibiético. [Adaptado de ©7)].

No entanto, nesta metodologia, as células leucocitarias do paciente séo

extraidas do sangue através de centrifugacdo e, em seguida sédo incubadas com o
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radiofarmaco. Apdés o periodo de incubacdo, um novo processo de lavagem e
centrifugacdo é realizado. Este processo requer pelo menos 3 horas e pode ser
realizado com [*!In]in-Oxine ou [*MTc]Tc-HMPAO. O conjunto resultante da
marcacado (leucdcitos + radiofarmaco) apresenta alta especificidade com ativa
migracéo para os tecidos inflamados em decorréncia da infec¢ao, o que justifica seu
uso como agente de diagndstico de sitios infecciosos®?. Quando administrados, os
leucdcitos marcados se distribuem rapidamente para os pulmdes e compartimentos
sanguineos com progressiva migracao para o figado, baco e medula 6ssea, além de
se acumular nos tecidos infectados onde se adere ao endotélio vascular para entao

migrar em direc&o ao foco inflamatério®4.

Apesar das qualidades citadas, o processo para a radiomarcacdo dos
leucdcitos € complexo e demorado. A manipulacdo deve ser realizada em ambiente
estéril, pois 0 material sera injetado novamente no paciente. Pelo risco associado ao
manuseio de hemoderivados, cuidados adicionais a uma manipulacdo convencional
sdo necessarios. A contagem baixa de leucdcitos (inferior a 2000/puL) em alguns
pacientes, como também o0s processos infecciosos onde o infiltrado leucocitario ndo
decorre da migracdo de neutrdéfilos, representam limitacdes intrinsecas do método e
podem comprometer a qualidade das imagens e a sensibilidade do exame,

respectivamente9:34),

No Brasil, conforme orienta a RDC 38/2008 da ANVISA (Agencia Nacional de
Vigilancia Sanitaria), este procedimento s6 pode ser realizado em cabine de
seguranca bioldgica (classe Il tipo A), motivo pelo qual poucos centros de Medicina
Nuclear o realizam®. Somado a isso, recentemente, o mercado brasileiro vem
sofrendo com o desabastecimento do reagente liofilizado HMPAO, motivo pelo qual

esta modalidade de imagem estd em franco desuso.

2.4.3. Fluorodesoxiglicose ([!8F]FDG)

A introdug&o da técnica tomogréfica por emissdo de pdsitron e seu grande
uso na rotina clinica com o composto fluorodesoxiglicose [*F]FDG para avaliacédo de
tumores malignos fez com que este composto fosse avaliado também para a

identificacdo de alguns processos infecciosos e inflamatorios, revelando o potencial
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deste radiofarmaco para o diagnéstico tanto de inflamac¢des decorrentes de
infeccdes como de processos inflamatorios assépticos(©®).

A justificativa para esta utilizacdo se baseou no fato de que este radiofarmaco
€ captado pelos linfécitos, mondcitos e granuldcitos para producdo de energia, o
qual necessita de uma demanda maior de glicose. No paciente, o [*®F]FDG é
transportado para o interior da célula através da mediacdo de proteinas
transportadoras (GLUT), sendo os subtipos 1 e 3 os principais e também o0s mais
expressos pelas células de defesa citadas acima®4). No meio intracelular, o [*8F]FDG
é fosforilado pela acdo da enzima hexoquinase e, diferente da glicose fosforilada,
que segue para via glicolitica, se fixa no interior da célula. A abundéancia desta
enzima nos neutroéfilos e células da familia do mondcito também resultam em maior
captacdo do radiofarmaco no sitio infeccioso/inflamatério, tanto nos processos

agudos como nos cronicos@?3438)(Figura 6).

Figura 6. PET/CT com ['8F]FDG de um paciente com prétese em quadril bilateral. Prétese direita
apresenta processo infeccioso (setas). Prétese direita, sem infec¢cdo com captacao na regido superior
(ponta daseta). [Adaptado de ©8)],

Apesar do importante papel no diagnéstico de processos infecciosos, motivo
pelo qual esta modalidade de imagem foi incorporada as diversas diretrizes clinicas,
sua aplicagcdo se mostrou limitada, pois € incapaz de diferenciar inflamacdo de
infeccdo, uma vez que em ambos 0s processos 0 metabolismo glicolitico esta

aumentado(0),



14

A obtencdo do '8F requer instalacdo ciclotron e, por isso, nos Ultimos anos,
os geradores %8Ge/%8Ga,devido sua capacidade de producéo local de radioisétopos
emissores de positron, vem ganhando espaco e se consolidando como uma

alternativa aos radiofarmacos de ciclotron®?),

2.5. Geradores de 58Ge/%8Ga

O gerador pode ser entendido como um sistema que consiste no equilibrio de
dois radionuclideos distintos, um denominado is6topo pai e outro, proveniente do
decaimento incompleto do pai, chamado de filho. Por apresentarem propriedades
qguimicas distintas e diferentes afinidades com a coluna de fixacdo do gerador, a
extracdo seletiva do filho € quimicamente viavel, sendo novamente regenerado a

medida que novos atomos do isétopo pai sofrem desintegracdes®3-38),

Desde a década de 1960, se iniciou uma corrida para o desenvolvimento de
métodos alternativos para obtencdo de radioisétopos PET que dispensam o uso de
ciclotrons, sendo o Galio-68 (°®Ga) o mais promissor deles, pois pode ser obtido a
partir do sistema de gerador onde o is6topo pai, o radionuclideo Germanio-68 (%8Ge),
decai por captura eletronica (EC). O filho (°8Ga) por sua vez decai a Zinco-68 (°8Zn)
estavel via emissdo de pésitron e captura eletrénica na proporcéo de 3+ = 89% e EC

= 11%, conforme mostra a figura 77).

68
e t,,=270d
100 % EC
68Ga
t;, =68 min
1.2% p*
1.79 % EC
87.94 % P
8.7 % EC

1077 keV

68Zn (stable)

Figura 7. Serie de decaimento do %8Ge (isétopo pai) e %8Ga (isétopo filho). [Adaptado det*)].
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S&do inimeras as vantagens dos geradores de %Ge/%®Ga, dentre elas
podemos citar aqui sua longa durabilidade, em raz&o da alta meia-vida do pai (270
dias, aproximadamente) e a possibilidade de uso do sistema por longos periodos,
potencialmente até um ano ou mais. Outra vantagem deste tipo de gerador sdo as
caracteristicas fisicas de decaimento do filho sGa (t. = 68 min, 89% B+ e 11% EC)
que sdo convenientes para obtencdo de imagens PET®?40 O ®Ga possui tempo
semelhante entre sua meia-vida fisica (68 min) e a meia-vida biologica de peptideos,
0 que resulta em rapida distribuicdo, acumulo no tecido/6rgdo alvo e depuracao
sanguinea. Por fim, é importante ressaltar a capacidade do ©#Gaem formar
complexos estaveis com ligantes contendo oxigénio e nitrogénio, esta caracteristica
oferece a possibilidade de complexacédo do radiois6topo com uma gama variada de

quelantes, macromoléculas e peptideos?),

Existem varios tipos de geradores de %8Ge/%®Ga disponiveis no mercado,
sendo as principais diferencas entre eles a natureza da matriz de fixagdo do isétopo
pai, que pode ser do tipo organica ou inorganica; a concentracdo da solucdo acida
eluente, que varia normalmente entre 0,05 a 0,6 M de HCI; e o rendimento da

eluicdo, conforme compara a figura 8 abaixo@7-4041),

TiO, SnoO, SiO,-based resin
column matrix column matrix column matrix column matrix
Cyclotron Company, Eckert and Ziegler, iThemba Laboratory, Isotope Tecr_mologies
Russia, 1996 Germany, 2008 South Africa, 2008 Garching,

Germany, 2010
Manufactures Type  Year Column matrix Eluent Elution 6sGe
yield breakthrough
Eckert & Ziegler AG, Berlin, Obninsk 1996 TiO2 0.1 MHCI 60-75% <0.01%
Germany IGG100 2008 TiO2 0.1 M HCI 70-75% < 0.001%
iThemba, South Africa 2008 SnO> 0.6 M HCI 80% < 0.002%
ITG Garching, Germany 2010 Silica based organic 0.05 M > 80% < 0.005%
matrix HCl

Figura 8. Sistemas de geradores de %8Ge/%8Ga disponiveis comercialmente e suas especificacdes
quanto a coluna matriz; concentracao acida de eluicéo; eficiéncia de eluicdo e pureza radionuclidica.
[Adaptado de @7,
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Apesar dos geradores atualmente disponiveis fornecerem o isétopo %8Ga com
elevada eficiéncia, sua eluicdo nem sempre esta nas condi¢bes ideais para
radiomarcacao na rotina da radiofarmacia. Para que o processo seja bem-sucedido
algumas caracteristicas devem ser atendidas, como por exemplo a concentracdo do
eluato para um volume menor ou igual a 1 mL. A elevada acidez da solugéo eluente,
o aumento das quantidades de %8Ge, que surgem com o tempo, a frequéncia de uso
do gerador e as impurezas metalicas que podem vir tanto dos atomos estaveis de Zn
(1), fruto do decaimento do ®8Ga, como também da matriz/coluna do gerador (Titanio
(IV), Estanho (IV), dentre outros) sdo fatores que prejudicam a eficiéncia de

radiomarcac&o®?.

Estratégias para purificacdo e processamento do eluato e sua adequacao as
condicdes ideais de radiomarcacédo foram desenvolvidas para se obter %8Ga com
elevada pureza radionuclidica e livre de contaminacdes metalicas. Para isso, é
possivel empregar micro colunas ou resinas de troca anibnica ou catibnica. Neste
processo, a eluicdo advinda do gerador passa através da resina que adsorvera o
%8Ga, com elevada avidez, sendo depois extraida na forma purificada em pequeno
volume de solvente especifico. Outra estratégia, também aceita para mesma
finalidade, € o fracionamento da eluicdo, que se baseia no principio que a maior
parte da atividade esteja presente em apenas 1-2 mL da mesma eluicdo, podendo
descartar o excedente, o que consequentemente reduzird a contaminacdo com %Ge

e impurezas metalicas“).

Zhernosekov e colaboradores®* descreveram que entre os métodos citados
acima, o que mostrou melhor eficiéncia foi o processamento utilizando a resina de
troca catidnica e acetona acidificada com HCI, como solucao eluente. Segundo estes
autores, este método foi capaz de garantir alto rendimento para radiomarcacao de
biomoléculas e a obtencdo de uma preparacao injetavel segura, de facil preparo e

automatizacéo®®,
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2.6. Radiomarcacéao de peptideos

Os peptideos, em razdo de seu potencial uso em aplicacdes clinicas, sao
excelentes candidatos para producdo de radiofarmacos, pois apresentam muitas
vantagens frente a outras moléculas como as proteinas e os anticorpos, dentre elas
podemos citar: i) a facilidade de sintese e sua adequacdo as boas praticas de
fabricacéo; ii) rapida distribuicdo e depuracdo, pois peptideos apresentam baixo
peso molecular e, desta forma, sdo amplamente distribuidos e eliminados do
organismo; iii) baixo potencial imunogénico, ou seja, esses compostos apresentam
baixa ativacao da resposta imunolégica, reduzindo efeitos colaterais; iv) producédo e
desenvolvimento relativamente barato em sistemas automatizados e manuais e V)

utilizacdo que inclui o diagnéstico, estadiamento e terapia de doengas“647),

A marcagdo de biomoléculas com radionuclideos pode ser realizada de
maneira direta ou indireta. Na marcacdo direta, o isétopo radioativo se liga
diretamente ao composto peptidico. A marcacédo indireta, por sua vez, consiste no
emprego de agentes quelantes para a fixacdo do is6topo radioativo, 0 que pode
ocorrer através do acoplamento do agente quelante ao peptideo antes da
radiomarcacdo ou apOs esse processo. O acoplamento do quelante antes da
radiomarcacdo é a técnica mais comumente empregada por ser considerada um
método mais simples e rapido, uma vez que o processo de purificacdo do composto

(quelante + peptideo) ocorre antes do processo de radiomarcacao®“®,

2.7. Agentes quelantes bifuncionais

Os agentes quelantes bifuncionais ou BFC sdo compostos moleculares
neutros ou na forma ibnica que apresentam grupos de atomos doadores de elétrons
(ex: nitrogénio, oxigénio, enxofre). Estes atomos doadores interagem e estabilizam a
ligacdo com o metal formando um composto coordenado. A escolha do agente
guelante depende basicamente do estado de oxidacdo e da natureza do
radioisétopo. Existe uma grande quantidade de BFC’s capazes de se ligar ao %8Ga3*
(espécie quimica estavel formada em solucdo aquosa) e, de acordo com a forma

estrutural sdo classificados em cadeia aberta ou ciclica (Figura 9)(18),
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Dentre os quelantes mais utilizados para coordenacédo do ®Ga, o NOTA
(acido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triacético) vem se destacando, pois é capaz de
formar complexos termodinamicamente estaveis e com cinética quimica de
coordenacao favoravel. A facilidade de interacdo dos grupos carboxilicos e dos
atomos de nitrogénio do NOTA com o radiometal, bem como o adequado tamanho
da cavidade onde o radiometal interage justificam a capacidade estabilizadora do
quelante, permitindo a radiomarcacdo de uma variedade de compostos, incluindo os

peptideos(41:49.50),
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Figura 9. Estrutura quimica de agentes quelantes bifuncionais de cadeia aberta e ciclicos. [Adaptado

de 6D,

2.8. Ubiquicidina

Integrante de uma classe de moléculas denominadas PAM (peptideos
antimicrobianos), a ubiquicidina ou proteina ribossomal S30 (RS30), esta presente
no meio intracelular de diversos seres vivos eucariontes. Composta por 59
aminoacidos, sendo muitos deles de residuos carregados positivamente, esta

molécula apresenta atividade antimicrobiana frente a uma grande variedade de
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bactérias (gram positivas e negativas) possuindo carga liquida igual +19, em pH
fisiolégico, o que promove sua interagdo com as células bacterianas formadas por

membranas ricas em fosfolipides aniénicos®?,

O fragmento 29-41 (Figura 10) é descrito na literatura como o fragmento com
maior atividade antimicrobiana e, apresenta a seguinte sequéncia de aminoéacidos
Thr-Gly-Arg-Ala-Lys-Arg-Arg-Met-GIn-Tyr-Asn-Arg-Arg, nela se observa a presenca
de 5 residuos de Arginina e 1 de Lisina, aminoacidos com cargas positivas e que

contribuem para a interagéo eletrostatica com a parede bacteriana®®,
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Figura 10. Estrutura molecular do peptideo antimicrobiano NOTA-UBIe.s1radiomarcado com %8Ga.
[Adaptado de (9],

Sugere-se ainda que este composto ndo sé interage com a porcdo externa
das bactérias mas, também é capaz de se acumular no meio intracelular, motivo
pelo qual este composto se direciona aos agentes infecciosos, fazendo com que o
fragmento radiomarcado possa interagir seletivamente com as proteinas do
citoplasma bacteriano, pois a ligagdo se da de forma esterioseletiva®°2. A Figura 11
mostra a biodistribuicido do radiofarmaco®®Ga-NOTA-UBl@941y em voluntarios

saudaveis do sexo masculino e feminino.
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Figura 1l.Imagem PET de®Ga-NOTA-UBlee.41y do cranio até o raiz da coxa demonstrando a
biodistribuicéo fisioldgica do radiofarmaco em voluntarios saudaveis do sexo masculino (A) e do sexo

feminino (B). As imagens foram adquiridas 60 min apés a injecéo. [Adaptado de ).

Em uma revisdo sistematica, publicada em 2016, Ferro-Flores e
colaboradores®® avaliaram 15 estudos clinicos que envolveram um total de 622
pacientes. Nestes estudos, o composto UBI radiomarcado com *°™Tc¢ foi utilizado
para identificacdo de focos infecciosos, sendo este radiofarmaco capaz de realizar o
diagndstico de diversos tipos de doencas como: osteomielite, infeccdo de tecidos
moles e/ou proéteses; celulite; febre de origem desconhecida, infeccdo do pé
diabético, infeccbes musculoesqueléticas, dentre outras (Figura 12). O UBI@9-a1)
radiomarcado também foi capaz de identificar uma variedade de espécies
bacterianas, que estavam associadas a estes processos infecciosos, tais como:
Staphylococcus aureus; Streptococcus pyogenes; Pseudomonas aeruginosa;
Enterobacteraerogenes; Escherichia coli; Staphylococcusepidermidis,
Serratiamarcescens, Cryptococcus sp., Klebsiellapneumoniae, Proteus sp.,

Alcaligenesfaecalis, Citrobacter sp.Enterococcusfaecali®3-64),
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Figura 12. Imagens de PET/CT com [68Ga]Ga-NOTA-UBI@e.41) (240 MBq) em paciente com infeccédo
periférica de osso e tecido mole. (a) Imagem de corpo inteiro mostrando captacdo do tragador na
perna direita. (b) Imagens detalhadas da captagdo focal do radiofarmaco na articulagéo do tornozelo

estendendo-se ao 0sso adjacente (setas). [Adaptado de @)].

A andlise dos autores revelou que o radiofarmaco apresentou sensibilidade
igual a 100% em 10 dos 15 estudos e 95,5% para sensibilidade total. A
especificidade e acuréacia do radiofarmaco aos patégenos foram também elevadas
com valores iguais a 92,5% e 94,4%, respectivamente®3), Estes resultados reforcam
0 potencial uso deste radiotracador como agente especifico para identificacdo de
infecgbes, podendo ser aplicado na rotina clinica inclusive para o monitoramento de
resposta terapéutica com antibidticos(©>.

Poucos estudos até o momento avaliaram a performance deste peptideo
radiomarcado com %Ga. Em 2016, Vilche e colaboradores®® constataram que este
radiofarmaco apresentou elevada capacidade de ligacdo as bactérias tanto in vitro
quanto in vivo. Consideracdes parecidas foram publicadas por Ebenhan e
colaboradores® em 2018, que concluiram que o UBI@e-41) marcado com %8Gando
possui efeitos toxicos e, a sua utilizacdo se mostrou adequada como um meétodo
acurado e sensivel na avaliacdo de casos de infeccdo (n=3). Baseado nestas
consideracbes, bem como nas ja relatadas anteriormente a respeito deste
radiofarmaco, o presente projeto visa o estudo da radiomarcacdo deste fragmento
peptidico com Galio-68, a fim de incorpora-lo na rotina clinica da medicina nuclear,

como um radiofarmaco para o diagnostico de processos inflamatérios / infecciosos.
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3. OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo principal padronizar a radiomarcacao

do composto NOTA-UBI@9-41y com o radionuclideoGalio-68 para potencial aplicagédo

na rotina da Medicina Nuclear com intuito de obter um radiofarmaco para diagnéstico

de focos infecciosos e, sua consequente diferenciacdo de outros processos

inflamatorios assépticos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

<

Caracterizacao radionuclidica e avaliacdo dos parametros para purificagdo do
Galio-68;

Estabelecer e validar o controle radioquimico por: i) CLAE: cromatografia
liquida de alta eficiéncia e ii) CCD: cromatografia ascendente em camada
delgada do radiois6topo Galio-68 ([¢®Ga]GaCls) e do composto radiomarcado
[8Ga]Ga-NOTA-UBI29-41);

Avaliar a eficiéncia de purificacdo do produto radiomarcado através da EFS
(extracdo em fase sdlida) com filtro Sep-Pak Cis utilizando os métodos
cromatograficos CLAE e CCD;

Estabelecer e padronizar a marcacdo do UBIl@es1y com ®Ga, variando
diferentes parametros como: i) quantidade de peptideo; ii) pH de reacéo; iii)
tempo e temperatura de reacao;

Avaliar a estabilidade do produto final aos 30, 60 e 90 minutos, apds a sintese
em temperatura ambiente e refrigerada;

Avaliar a estabilidade do composto em soro albumina humana a 20%
(GRIFLOS®) apo6s 30, 60 e 90 minutos, incubado a 37°C;

Determinar o coeficiente de particdo do [8Ga]Ga-NOTA-UBI(29-41);

Avaliar a porcentagem de ligagédo do radiofarmaco as proteinas séricas;
Avaliar a afinidade de ligacdo do[68Ga]Ga-NOTA-UBIle9-41y com as células

bacterianas.
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4. MATERIAIS

4.1. Lista de Materiais

e Bastao de vidro;

e Becker de vidro;

e Baldo volumétrico de 50 e 100 mL;

e Blindagens de chumbo;

e Cubas cromatograficas;

e Espéatulas de aluminio;

e Filtro de seringa 0,22 um (Merck Millipore);

e Filtro Sep-Pak® Cis Light (Waters)

e Filtro catibnico (Eckert& Ziegler —Isotope Products Germany)

e Frascos de reacdo em vidro ambar, livre de metais;

e Papel cromatografico Whatman® 3MM (Sigma-Aldrich);

e Papel cromatografico de silica gel 60 depositada em base de aluminio F2s4
(TLC-SG) (Merck);

e Papel para pesagem;

e Papel indicador pH 0-7 (Merck);

e Papel indicador pH 0-14 (Merck)

¢ Pincas;

e Pipetas automaticas e ponteiras (Eppendorf® plus);

e Seringas plasticas de 1 mL, 3 mL, 5 mL e 10 mL(BD®);

e Tesoura;

e Racks e tubos.
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4.2. Listade Reagentes

O precursor NOTA-UBI@9e-41y foi importado da ABX Advanced Biochemical
Compounds. O gerador de %8Ge/%8Ga e os consumiveis do médulo de sintese foram
adquiridos do fabricante Eckert& Ziegler —Isotope Products Germany. Os reagentes
e solventes listados abaixo foram de grau analitico ou grau HPLC, de procedéncia
dos fabricantes Merck, Fluka e Sigma-Aldrich.

e Acetona 99,5%

e Acetato de sodiotrihidratado

e Acetonitrila PA

e Acido citrico

e Acido cloridrico 30%;

e Acido acético glacial 99,99%

¢ Acido trifluoroacético;

e Agua ultrapura;

e Agua para Injecao;

e Cloreto de sodio;

e Cloreto de sodio 0,9% (Solucéao);
e Etanol absoluto;

e Fosfato de sédio

e Hidroxido de sodio;

e Metanol,

e 1-Octanol;

e Soro albumina humana 20% (Grifols®);

e Tween-20
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4.3. Listade Equipamentos

Agitador Vortex Genius 3 (Ika®, EUA);

Balanca analitica Classic Plus AB265-S/Fact(Mettler Toledo, Suica);
Calibrador de doses CRC-25R® (Capintec, Inc., Nova Jersey, EUA);

Capela de seguranca biologica (classe Il A2) com fluxo laminar (MR
protecdes);

Capela quimica com exaustao (Ibram);

Centrifuga Minispin® plus (EppendorfAG, Hamburgo, Alemanha);

Contador gama automatico Wizard’3 2480 (PerkinElmer);

Estufa 515 (Fanem);

UHPLC Infinity 1I 1290 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA),
equipado com detector UV-visivel, injetor automético, forno de coluna e
sistema de dados Open Lab ECM (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
EUA) acoplado a radiocromatégrafo (Eckert& Ziegler, Alemanha);

Coluna analitica de fase reversa PhenomenexKinetex® Cis (100 mm x 3 mm;
2,6 umy;

Peagametro Seven Easy (Mettler Toledo, Suica);

Radio-TLC imaging scanner AR-2000 (Eckert & Ziegler, Alemanha).
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5. METODOS

5.1. Caracterizacdo radionuclidica e avaliacdo dos parametros para

purificacdo do Gélio-68

A caracterizacéo do radionuclideo Galio-68 obtido do gerador de %8Ge/%8Ga foi
realizada através do teste de determinacdo de meia-vida, conforme descrito na
Farmacopeia Europeia, através da curva de decaimento sendo realizadas 6 a 10
medidas de atividade, e seus respectivos tempos(%79),

No estudo do processo de purificacéo do %8Ga,a solucdo foi eluida através de
uma resina de troca catibnica, onde foi determinado seu percentual de retencéo,
posteriormente o radioisotopo foi extraido desta coluna utilizando o solvente acetona
PA (1 mL) para determinacéo do percentual de recuperacéo (n=10).

A eficiéncia de eluicdo / purificacdo do %8Gafoi também avaliada com
diferentes volumes de acetonal,0; 0,8; 0,6; 0,4 mL. Volumes inferiores a 0,4 mL ndo
foram avaliados para evitar perda de material retido no espaco interno da resina. O
resultado foi expresso em porcentagem de eficiéncia de recuperacgao.

5.2. Processo de radiomarcacao do UBl@z9-41ycom Galio-68

Em cabine com exaustéo e blindagem de chumbo foi realizado o estudo para
otimizacdo e padronizacdo das condicBes de reacao de radiomarcacao do peptideo
NOTA-UBl@94rcom Galio-68 ([8Ga]GaCls). Pelo método manual, o [(8Ga]GacCls,
proveniente de um gerador de %8Ge/*®Ga adsorvido em matriz de didxido de titanio
(TiO2), foi eluido com solugcéo de HCI 0,1M (8 a 10mL) e, posteriormente purificado
em uma resina de carater catiénico. Apdés a adsorcdo do [(8Ga]GaClza resina
catibnica, o mesmo foi eluido utilizando acetona purissima (0,4— 1mL). O
radionuclideo purificado foi recolhido em um frasco de reacdo ambar e livre de

metais, contendo quantidades de 20 a 40 ug do peptideo, previamente solubilizado
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em 1,0 mL de solugdo tampao de acetato de soédio em diferentes pHs (3,0, 3,5 e
4,0).

O processo de radiomarcacéo foi avaliado nos tempos de 5, 10 e 15 minutos,
em temperatura ambiente e a 85°C. Apds o tempo reacional, uma aliquota do
peptideo radiomarcado foi submetido ao controle de qualidade. Esta primeira anélise
teve por objetivo determinar a quantidade do isétopo que néo se ligou ao peptideo,
ou seja, a fracdo percentual de Galio-68(livre). Em seguida, o radiopeptideo passou
por um processo de purificacdo, onde foi empregada a técnica de extracao por fase
sélida (EFS) utilizando cartucho Sep-Pak C18 Light para separacdo das espécies
coloidais do Galio-68, retidas no filtro, ap6s eluicdo. O cartucho Sep-Pak foi
previamente condicionado com 5mL de etanol absoluto (EtOH) e, em seguida, com

10 mL de agua para injecao.

O produto final foi extraido com1lmL de etanol a 70% (v/v) e, diluido quando
necessario para 3 — 4mL de solugdo salina 0,9%. O célculo da eficiéncia de

marcacao (EM) foi realizado através da equacao [1].

EM (%) = 100 — (% Galio — 68 (livre) + Galio — 68 (coldide)) [1]

Por fim, uma aliquota do produto final purificado foi submetida ao controle de
qualidade para o célculo da pureza radioquimica resultante. As etapas, descritas

acima, estéo ilustradas na Figura 13.



58Ge/*%Ga GERADOR
(DIOXIDO DE TITANIO)

ELUATO (£2GaCls)
Ativ. 111MBq - 53,3 MBq
Volume: 8 - 10 mL
Concentracdo do acido: 0,1 M HCl

______________ N
FILTRO DE PURIFICAGAO CATIONICO
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ACETONA

NOTA-UBIz9.41
Massa do Peptideo: 20 - 40 ug

Tampao: Acetato de Sédio (1 mL)
pH:3,0-3,5-4,0

(0,4—1,0mL)

[GSGa] Ga-NOTA-UB |(29.41)
+

| |
| |
I [(8Ga]GaCls e [(8Ga]Ga-Coloide I
: (Impurezas) I

FURIFICAQ&O EM CARTUCHO
SepPak (Ciz)

Termpo de Incubagdo:
5-10-15 min
Temperature:

252 (ambiente) - 85°C

peptideo NOTA-UBI29-41) com o Gélio-68.

EtOH 70%

Figura 13. Representagdo ilustrativa das etapas do processo de radiomarcacdo e purificacdo do
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5.3. Métodos analiticos para avaliagcdo do rendimento e pureza radioquimica

Os métodos utilizados para determinagdo do rendimento e pureza
radioquimica foram (a) cromatografia ascendente em camada delgada (CCD) e (b)

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), respectivamente.

(a) Por CCD a analise dos compostos foi obtida pela eficiéncia de separacao,
através da migracdo diferenciada devido a interacdo quimica, entre 0s compostos
avaliados e as fases denominadas movel e estacionaria (Figura 14). Neste trabalho
foram avaliadas como fases estacionarias as fitas cromatograficas TLC-SG; ITLC-
SG e papel Whatmann 3MM e como fase movel a solugdo de acido citrico 0,1 M.
Para cada sistema foi determinado o fator de retencdo (Rr) do [(8Ga]Ga-NOTA-

UBI(20-41) € do [®8Ga]GaCls, conforme a equacéo [2]:

Distancia pecorrida pela amostra

Rf =

Distancia pecorrida pela fase mével

Amostra do

Composto
Radiomarcado -

I I FRONTE

Faso Estaciondria - = I

(iTLE, TLC-SG, WHATMAN) ORIGEM
nnnnnnnnn

(Acide Citrica) ( a)

Figura 14. (a) Esquema ilustrativo de analise por CCD e (b) equipamento Radio-TLC imaging scanner
AR-2000 (Eckert&Ziegler, Alemanha).

(b) Por CLAE foram utilizados os parametros cromatograficos adaptados e
previamente descritos por Vilche e colaboradores®?).As amostras foram analisadas

no equipamento HPLC 1290 Infinity Il (Agilent Technologies®) acoplado ao
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radiocromatdgrafo (Eckert & Ziegler®) (Figura 15). Para a andlise foi utilizada a
coluna analitica de fase reversa Phenomenex Kinetex® C18 (100 A, 150 x 4,6 mm, 5
pMm) mantida a 25 °C. A fase mével A foi constituida de acido trifluoroacético (TFA)
0,1% em agua deionizada e a fase movel B, de TFA 0,1% em acetonitrila (ACN),
conforme gradiente descrito na Tabela 1. O fluxo foi de 0,8 mL/min e o comprimento
de onda (A) = 284 nm.

Tabela 1. Caracteristicas do gradiente para a CLAE na analise do NOTA-UBI29-41).

Fase mével A Fase Mével B
Tempo
H,O + 0,1% TFA ACN + 0,1% TFA

0 -2 min 100% 0%

2 -8 min 100-40% 0-60%

8 —12 min 40% 60%
12 -12.30 min 40-100% 60-0%
12.30 — 14 min 100% 0%

Figura 15. Equipamento CLAE - 1290 Infinity Il (Agilent Technologies®) acoplado como

radiocromatografo (Eckert& Ziegler).

A concordancia entre os valores obtidos nas analises por CLAE e CCD foi
calculada pela porcentagem de concordancia entre métodos, adaptando a

metodologia para o teste de exatiddo descrito pela RDC 166/17 da ANVISA - secao
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VI(72), A equagdo 3 abaixo foi utilizada assumindo como valor real os dados obtidos
pela leitura da CLAE e comparados com os valores médios da duplicata obtida pela
CCD em 4 ensaios independentes, conforme demonstrado nos resultados (Tabela 2)

deste trabalho.

(% CCD — % CLAE) x 100 3]
(% CLAE)

% Concordancia = 100 —

5.4. Estudo de estabilidade do [*8Ga]Ga-NOTA-UBI@9-41)in vitro

Os radiofarmacos podem sofrer alteracdes estruturais com o decorrer do
tempo através do fenbmeno denominado radidlise. A quebra da ligacdo quimica
entre o radionuclideo e a molécula base, pode levar a formacdo de impurezas
radioquimicas(™®. A estabilidade do produto final, em salina (NaCl 0,9%), foi
analisada em temperatura ambiente e refrigerada (2-8°C) pelo método de CCD nos
tempos de 30, 60 e 90 min, apods a sintese (n=3)e a pureza radioquimica do produto

marcado determinada no equipamento Radio-TLC imaging scanner.

5.5. Estudo de estabilidade em soro albumina humana 20%

A estabilidade do[®*®Ga]Ga-NOTA-UBI@29-41y em soro albumina humana 20%
(Grifols®) a 37 °C foi avaliada nos tempos de 30, 60 e 90 minutos de incubacéo sob
leve agitacdo (500 rpm) em Thermo Shaker TS-100C. Uma aliquota de 300 pL do
[(8Ga]Ga-NOTA-UBI29-41) foi incubada com 1000 pL de soro. Em seguida, foi retirado
400 pL apds cada periodo de incubacéo para a precipitacdo das proteinas séricas
com a adicdo de acetonitrila gelada em igual volume (400 pL). Apds este
procedimento, as amostras foram analisadas pelo método de CCD (n=3) e a pureza

radioguimica determinada no equipamento Radio-TLC imaging scanner.
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5.6. Determinacgéo do coeficiente de particao

A lipofilicidade de um radiofarmaco é determinada pela relacdo da atividade

contida na fase aguosa (salina) e na organica (n-octanol).

O coeficiente de particdo (P) do [8Ga]Ga-NOTA-UBI«¢-s1)foi determinado em
uma mistura de n-octanol e NaCl 0,9% (1:1) (n=5). Uma aliquota de 30 pL do
[(®Ga]Ga-NOTA-UBl 941y purificado foi adicionado a tubos coénicos contendo a
mistura acima descrita, agitado em vortex durante um minuto e repouso por 5
minutos. Em seguida, a mistura final foi centrifugada a 14.000 rpm por 5 min em
centrifuga Minispin® plus. Cuidadosamente foram coletadas aliquotas de 100 pL das
fases organica e aquosa e suas atividades mensuradas em contador Gama
automatico Wizard2™ 3” 2480 (Figura 16).

O valor de P foi determinado pelo calculo do logaritmo da razdo entre as fases

organica e aquosa (equacao 4).

[ fase orgénica (cpm) ]

P =log

[4]

fase aquosa (cpm)

Figura 16. Contador Gama automatico, Wizard2™ 3” 2480 (PerkinElmer).



33

5.7. Estudo de ligagcédo as proteinas séricas

A porcentagem de ligacéo do [*8Ga]Ga-NOTA-UBI«29-41)as proteinas séricas foi
avaliada pelo método de precipitacdo proteica com acetonitrila (ACN).
Experimentalmente, foram adicionados 100 pL do radiofarmaco purificado a 900 pL
de soro albumina humana 20% (Grifols®), incubado a 37 °C, sob suave agitacao por
5, 15, 30, 45 e 60 min (n=5). Para a precipitacdo das proteinas séricas, em 100 pL
da mistura foi adicionado o mesmo volume de ACN refrigerada, seguido de agitacéo
em vortex por 1 minuto. As amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos
em centrifuga Minispin® plus. Os sobrenadantes foram coletados e separados dos

seus respectivos precipitados.

As atividades dos sobrenadantes e precipitados foram mensuradas em

contador gama automatico Wizard2™ 3” 2480.

O valor de ligacéo as proteinas séricas (%)foi determinado pela equacéo 5.

Precipitado (cpm) [5]

Lig. proteinas séricas = 100 x
g9-p (Precipitado+Sobrenadante)(cpm)

5.8. Estudo de afinidade do [%*®Ga]Ga-NOTA-UBIl@941y com células
bacterianas

As células bacterianas da espécie Staphylococcus aureus (ATCC® 25923),
previamente conservadas em freezer -80°C, foram descongeladas e semeadas pela
técnica de esgotamento em placa contendo agar sangue e, posteriormente,
incubadas a 37°C. No dia seguinte, uma suspencdo bacteriana foi preparada em
tampéao fosfato (0,05 M PBS contendo 0,1% Tween 20 (v/v) e 0,2% acido acético
(v/v), pH 4) com poténcia aproximada de 6x10°, 1x10° e 6x108 UFC/mL através do

método comparativo, utilizando a escala nefelométrica de McFarland (Figura 17).

Em tubos eppendorf, 0,9 mL da solucdo de bactérias foi incubada com 0,1 mL
(~740 kBq) do composto 8Ga-NOTA-UBI(29-41) € agitado (500 rpm) por 60 minutos a

37 °C. Apos este periodo de incubacéo, os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm
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por 5 minutos. O pellet obtido foi separado e duplamente lavado com solugéao
tampéo, repetindo-se a etapa anterior. A atividade radioativa contida no pellet e nos

sobrenadantes foram mensuradas em contador gama automatico (Wizard2 3” 2480,

PerkinElmer).

Dy
20w

0 oy
Kb/ o 01 100¥
'“"N'w,,‘. s’

8 M)

,

arsed”

Figura 17.(a) Cultura de células bacterianas da espécie Staphylococcus aureus (ATCC® 25923)
cultivadas em meio de cultura agar sangue pela técnica de esgotamento. (b) Escala nefelométrica

McFarland.

Os resultados do percentual de afinidade de ligacédo [(8Ga]Ga-NOTA-UBI(29-41)

as células bacterianas foram calculados conforme equacéo abaixo [6].

Pellet (cpm) [6]
(Pellet+Sobrenadante)(cpm)

% Ligacio = 100 x

5.9. Analise estatistica

O tratamento estatistico dos dados obtidos foi feito com auxilio do programa
Prisma (versdo 5.01). As variaveis foram apresentadas como ‘média + desvio
padrdao’. A comparagao entre dois grupos foi feita pelo teste t-Student. Ja para
grupos maiores, a analise da variancia foi calculada por ANOVA seguido do teste

deTukey. Foram consideradas como diferencas significativas valores de p<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. Caracterizacdo radionuclidica e avaliacdo dos parametros para

purificacdo do Galio-68

De acordo com a Farmacopeia Europeia, a caracterizacdo radionuclidica,
bem como a purificacdo do eluato, etapa denominada de processamento do Galio-
68, deve ser realizada e tem por objetivo garantir niveis baixos de contaminagéo

com o radionuclideo pai (Germanio-68) e outros metais.

Os resultados da caracterizacdo radionuclidica do Galio-68 estao
demonstrados na Figura 18. A estimativa da meia-vida calculada foi de 67,30 e
67,96 minutos e, ambos os valores atendem ao parametro de referéncia

estabelecidos pela Farmacopeia Europeia (62 - 74 minutos).

Outros parametros avaliados foram as porcentagens de retencdo e
recuperacéo do [%8Ga]GacClsutilizando resina de troca catidnica e o eluente acetona.
As Tabela 2 e Tabela 3 mostram os resultados obtidos de eficiéncia de retencéo

(99,54% =+ 0,31) e recuperacéo (94,94% + 3,74) do [*8Ga]GaCls, respectivamente.

Tabela 2.Calculo da porcentagem de retencéo do [8Ga]GaClzem resina de troca catidnica. (n=10).

Eficiéncia de Retencéo do [*®Ga]GaCls

ENSAIO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 MEDIA DP
(%)
Retido no Filtro (uCi) 8700 7100 8620 7810 7360 7240 7240 16380 16630 17730
Rejeito (uCi) 5 39 46 26 23 36 4 153 159 63
Soma 8705 7139 8666 7836 7383 7276 7244 16533 16789 17793 99,94 0,31
Eficiéncia % 99,94 99,45 99,47 99,67 99,69 9951 99,94 99,07 99,05 99,65
Tabela 3.Célculo da porcentagem de recuperacao do [8Ga]GaClzem resina de troca catidnica. (n=10).
Eficiéncia de Recuperacéo do [8Ga]GaCls;
ENSAIO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 MEDIA DP
(%)
Extraido (uCi) 6320 14190 15040 15360 6130 5800 6130 6320 14190 15040
Retido no Filtro (uCi) 279 665 802 1050 732 1020 732 279 665 802
Soma 6500 14855 15842 16410 6862 6820 6862 6509 14855 1ssaz 94,94 3,74
Eficiéncia % 95,77 9552 94,94 93,60 89,33 8504 89,33 9577 9552 94,94
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Hora Tempo Tempo Fator WValer  [Valer medide| Ln Valor med | Ln Valor
10:19 00:00:00 0 1,00 9,65 9,65 2,27 2,27
(a) 10:49 00:30:00 30 0,74 7,10 7,11 1,96 1,96
11:1% 01 :00:00 60 0,54 5,22 5,24 1,66 1,65
11:45 01:30:00 20 0,40 3,84 3,85 1,35 1,35
12:12 01:53:00 113 0,31 3,03 3,06 1,12 1,11
12:55 02:36:00 156 0,20 1,95 1,96 0,67 0,67
13:28 032:09:00 189 0,14 1,39 1,40 0,24 0,33
14:00 03:41:00 221 0,10 1,00 1,01 0,01 0,00
14:46 04:27:00 267 0,07 0,62 0,62 -0,46 -0,47
15:14 04:55:00 295 0,05 0,47 0,48 -0,73 0,75
16:23 06:04:00 364 0,02 0,23 0,22 -1,47 -1,46
16:58 06:39:00 399 0,02 0,16 0,15 -1,590 -1,82
250 Coeficiénte Angular
—_ 200 =5
E 150 = 0,0103
1,00
"J 0,50 “\.\1 Tempo Meia-vida
g 0,00
-0 50 0 uE 200 fiTs} A =5 Ty
= 67,30
>
-': -1 50
< 200
'2.5':'
Tempo (min _ i
\JI'=-U,0103?{ +2,2813 p { } m  akbr nedido
RZ = 0,9997 + Lnvalorteorcs
(b) _
Hora Tempo Tempo Fator Valor  |[Valor medido| Ln Valor med | Ln Valor
14:34 0000000 0] 1,00 6,77 6,77 1,91 1,91
14:59 (0:25:00 5 0,77 524 5,23 1,65 1,66
15:22 (00:48:00 48 0,61 4,14 416 143 142
15:55 01:21:00 gl 0,44 2% 2,96 1,09 1,08
16:18 01:44:00 104 0,3 2,33 2,36 0,86 0,85
17:00 02:26:00 146 0,22 152 153 043 042
250
T
u 2||:||:| .\\‘
s E— A —
Q Coeficiénte Angular
o
1+ 1,00 L\L_____‘-—
T - 0,0102
-E ':'.5':' ““1"“'--
E Tempo Meia-vida
0 bl 40 0 00 10 120 140 16D 67,96
y=-0,0102¢ 11,0115 1€MPO (min) R
R*=1 +  Lnvalortorico
WR:G62a 74 min

Figura 18. Caracterizagdo radionuclidica - Estimativa de meia-vida fisica do G&lio-68 extraido dos
geradores com lotes: (a) #1856-82 e (b) #1926-32.
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Os efeitos do solvente acetona no meio reacional, como também em etapas
posteriores da purificagéo, foram analisados por meio da eficiéncia de recuperacao

do %8Ga com diferentes volumes de acetona.

Os resultados encontrados foram: 94,3 + 4,3%; 91,9 + 2,3%; 94,3 + 1,1% e
94,9 + 1,4%; respectivamente para os volumes iguais a 0,4; 0,5; 0,8 e1,0 mL. Tais
valores, demonstrados na Figura 19, revelaram ndo haver diferencas estatisticas na
porcentagem média de recuperacdo do Galio-68 entre o maior e 0 menor volume de
acetona avaliado. Desta forma pode-se utilizar o volume de 0,4 mL, sem perdas

significativas de atividade radioativa.

—~ 150+
N
- 943+43% 919+23% 94,3+1,1% 949+ 1,4%
O
® 100
O e e
©
(@]
(T
On
© 50~
(O]
o
>
(&)
(O]
9 r .
0,4 0,5 0,8 1,0

Volume de Acetona (mL)

Figura 19. Eficiéncia de recuperacdo do Galio-68 em coluna de troca catidnica para os volumes de
0,4 a 1 mL de acetona. Valores expressos como porcentagem média £ DP (n=6). A analise estatistica

mostrou que ndo houve diferengas significativas entre os grupos avaliados (p=0,2458).

6.2. Perfil do peptideo NOTA-UBI@9-41) por CLAE

As Figuras 20 e 21lmostram os perfis cromatograficos por CLAE do peptideo
NOTA-UBI29-41) adquirido da ABX (Advanced Biochemical Compounds) e do Galio-
68 livre ([®8Ga]GacCls), respectivamente. Para ambos, os parametros cromatograficos

previamente descritos no tépico 4.1.b foram utilizados.
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Na Figura 20 observa-se um pico principal referente ao peptideo desejado
com um tempo de retenc¢éo (Rt) de 6,273 min (= 93%) e um discreto pico secundario
com Rt de 6,176 min (= 7%) no detector UV-vis e na Figura 21, o perfil do

[(8Ga]GaCls (Rt =1,8 min) na leitura com detector radioativo.

DAD1 D, Sig=284 4 Ref=360,100 (NOTA-UBNJ...818 2018-08-31 15-26-46\001-D2F-A1-UBI frio 40 ug _ 310818.D)
mAl 3 o

Pt
ozt

500
400-
300
200

100

Pe6 176
=

04 ' ‘

Figura 20. Perfil cromatografico para o peptideo NOTA-UBI29-41y no canal UV-vis.

UIB1 B, Analog In (UBI68Ga_Ca...5C_280319 2019-03-28 16-50-39\001-D2F-A1-UBI68Ga_Cat_Npurif_pH35_10min.[

100

! L) UILJ'U
T840

Figura 21. Perfil radiocromatografico do [*3Ga]GaCls no canal radioativo. (20 pCi).

Os dados obtidos nas analises realizadas foram semelhantes as
especificacdes declaradas pelo fabricante, conforme atesta a ficha abaixo (Figura
22).



39

Version 1.1, 24, Jan, 2017 ABAX advanced biochemical compour
Purity (HPLC)

Product: NOTA-Ubiquicidine (29-41) acetate

Prod. no.: 9603

Lot no.: 20170101
Purity (HPLC, 220 nm): 95.9 %
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Figura 22. Perfil cromatografico do peptideo adquirido do fabricante ABX com as especificacdes do
produto.

6.3. Anélise do perfil do [*®Ga]GaCls e [®8Ga]Ga-NOTA-UBI9-41) por CCD

(cromatografia ascendente em camada delgada)

Diferentes sistemas cromatograficos foram avaliados com o objetivo de se
determinar o melhor método para o célculo do rendimento radioquimico (Figura 23).
As fases estacionarias utilizadas foram: TLC-SG, iTLC-SG e WHATMAN (W3MM).

Como fase movel foi utilizado o &cido citrico (0,1 mol/L pH 2,1).

Os perfis cromatogréficos obtidos foram analisados para o0 composto
radiomarcado e para o Galio-68. A partir das contagens das atividades (Figura 23)
foram definidos os respectivos fatores de retencédo (Rr) expressos na Tabela 4. O
tempo de desenvolvimento da corrida em cada sistema utilizado também foi
avaliado, resultando em corridas cromatograficas com duracdo de 6,2 min; 50 min e
31 min com as fitas de iTLC-SG, TLC-SG e W3MM, respectivamente. Diante do
melhor perfil obtido e, principalmente do menor tempo de duracdo da corrida (6,2
min), a utilizacdo das fitas de iTLC-SG foi 0 sistema cromatogréafico de escolha.
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Figura 23. Perfis cromatograficos do (a) [8Ga]Ga-NOTA-UBl@e.41y € (b) [(8Ga]GaCls por CCD
utilizando as fases estacionarias: iTLC, TLC-SG e W3MM.
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Tabela 4. Valores de R do [8Ga]GaCls e [8Ga]Ga-NOTA-UBl29.41) em fitas iTLC, TLC e W3MM.

, ) Fator de Retencéao (Ry)
Fase Estacionaria

[3Ga]Ga-NOTA-UBl 041, [®Ga]GaCls
iTLC-SG 0,0-0,3 0,85 - 1,0
TLC-SG 0,0-0,2 0,6-1,0
W3MM 0,0-0,4 0,9-1,0

6.4. Avaliacdo da concordancia entre os métodos cromatograficos CCD
e CLAE

Abaixo estdo expressos 0s resultados da comparacdo entre os métodos
analiticos CLAE e CCD, os quais correspondem a eficiéncia de marcagdo para uma
mesma reacdo em 4 ensaios diferentes (Tabela 5). Os resultados revelam

concordancia préxima ou superior a 95%.

Tabela 5. Pureza radioquimica de uma mesma amostra obtida por CLAE e CCD e porcentagem de

concordancia dos métodos.

RadiomarcacGes do [8Ga]Ga-NOTA-UBI(29-41)

Ensaio 1 2 3 4
Pureza
Radioguimica 90,73 62,39 91,08 94,2
(%) CLAE
Pureza
_ o 89,6 + 65,55 + 92,9 + 93,55 +
Radioquimica %
0,54 2,16 2,14 2,08
CCD*
% Concordancia 98,75 94,94 98,00 99,31

6.5. Avaliacao da etapa de purificacdo do [68Ga]Ga-NOTA-UBI(29-41)
em filtro Sep-Pak C18 pelas técnicas de CCD e CLAE.

O rendimento e a pureza radioquimica do composto [8Ga]Ga-NOTA-UBI9-41)

foram avaliados antes e apds a sua purificacdo por EFS, respectivamente, em filtro
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Sep-Pak C18 Light. Os gréaficos obtidos apdés andlises em CLAE e CCD estdo

representados nas Figuras 24 e 25, respectivamente.

i
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Figura 24. Perfis cromatograficos por CLAE do composto ndo purificado (1) e apds purificacdo (2). As
espécies radioquimicas séo: (a) [(8Ga]Ga-NOTA-UBIpg-41)(b) [(3Ga]GaCls.
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Figura 25. Perfis cromatograficos por CCD em suporte iTLC-SG em acido citrico (0,5 M) antes (1) e

apos (2) a purificacdo. As espécies radioquimicas sao: (a) [(8Ga]Ga-NOTA-UBI@e-41) (b) [(8Ga]GaCls.
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6.6. Avaliacdo da eficiéncia de radiomarcagdo e sua otimizagdo em

diferentes condi¢cdes de reacgéo.

Apo6s a confirmacdo do método cromatografico a ser utilizado nas analises do
NOTA-UBl 941y € [8Ga]GaClz, bem como na sua caracterizacédo radionuclidica, os

estudos de radiomarcacéo foram iniciados.

As figuras 26 a 29ilustram os resultados obtidos em diferentes condi¢bes de
radiomarcacdes, a fim de se obter altos rendimentos radioquimicos. Nas reacdes de
radiomarcacdes do peptideo NOTA-UBIleo-41y com ®8Ga os seguintes parametros

fisico-quimicos foram avaliados:

e pH de reagéo;
e Temperatura de incubacéo;
e Tempo de reacgéo;

e Quantidade do peptideo.

6.6.1. Influéncia do pH no rendimento radioquimico

A Figura 26mostra a influéncia do pH no rendimento radioquimico do[*®Ga]Ga-
NOTA-UBI29-41). Rendimentos acima de 90% foram obtidos quando o pH reacional
foi 3,5 e 4,0 (90,66 £ 0,92% e 92,08 £ 0,6%, respectivamente). Quando o pH =3,0 foi
utilizado, o rendimento radioquimico da marcacao do peptideo diminuiu para 58,18 +
27,9%.
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90,66 + 0,92% / 92,08 + 0,6%
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Figura 26. Eficiéncia de marcagao do [*®Ga]Ga-NOTA-UBI9-41) em diferentes pHs. Valores expressos

como média + DP (n=3). Os resultados apresentam diferencgas estatisticas entre os grupos intitulados
(a) e (b) (p=0,0073).

6.6.2. Influéncia da temperatura reacional no rendimento radioguimico

Outro parametro de grande importancia para a eficiéncia da radiomarcacéo é
a temperatura da reacdo. As reacdes de radiomarcacdo foram avaliadas em
temperatura ambiente (25 °C) e a 85 °C. A Figura 27 mostra que em 85 °C, o
rendimento radioquimico foi superior a 90%, enquanto em temperatura ambiente a

eficiéncia de radiomarcacéo nao foi superior a 30%.
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Figura 27. Eficiéncia de marcagéo do [(8Ga]Ga-NOTA-UBI@2¢-41y em temperatura ambiente e a 85 °C.
Valores expressos como média + DP (n=3). ****Os resultados mostraram haver diferencas

estatisticas entre os grupos analisados (p<0,0001).



45

6.6.3. Influéncia do tempo reacional no rendimento radioguimico

O tempo reacional € também um parametro limitante quando utilizamos um
radionuclideo com tempo de meia vida curta como %Ga. A Figura 28mostra a
eficiéncia radioquimica do [*¥Ga]Ga-NOTA-UBI2¢-41) Obtida nos tempos reacionais de
5, 10 e 15 min. Os resultados mostraram que com 5 minutos de reacao, rendimentos
radioguimicos proximos a 100% foram obtidos, o que torna o produto radiomarcado

viavel para a aplicacéo clinica.
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Figura 28. Eficiéncia de marcacgédo do [(8Ga]Ga-NOTA-UBI29.41) nos tempos de 5, 10 e 15 minutos de
reacdo. Valores expressos como porcentagem média + DP (n=3). Os resultados mostraram haver

diferencas estatisticas entre os grupos (a) e (b) (p=0,0216).

6.6.4. Influéncia da quantidade de peptideo no rendimento radioguimico

Por ultimo, foi avaliado a influéncia da quantidade do peptideo utilizado (20 e
40ug) nas reacOes de radiomarcacdo. Os resultados obtidos e apresentados na
Figura 29 mostraram que com 40 pg foi obtido um rendimento radioquimico

significativo ligeiramente maior.
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Figura 29. Eficiéncia de marcacdo do [#3Ga]Ga-NOTA-UBI@g-4nutilizando 20 e 40 ug de peptideo.
Valores expressos como porcentagem média + DP (n=3).*Os resultados mostraram haver diferengas
estatisticas entre os grupos avaliados (p=0,0455).

6.7. Determinacdo do Coeficiente de Particdo do 8Ga-NOTA-UBI (2941

O coeficiente de particdo (P) do [*®Ga]Ga-NOTA-UBI(29-41) foi determinado em
sistema n-octanol (fase organica) e salina(fase aquosa) e o Log P foi determinado
com valor = - 3,57 £0,2 (n =5).

6.8. Estudo de estabilidade do [%8Ga]Ga-NOTA-UBl@e-41y em solucéo

salina

O estudo de estabilidade em soro fisiolégico (NaCl 0,9%) foi realizado nos
tempos de 30, 60 e 90 minutos em temperatura ambiente e refrigerada, obtendo-se
os resultados demonstrados na Figura 30. A pureza radioquimica quando o
radiocomposto foi mantido a temperatura ambiente foi de 99,28 + 0,28% e 98,88 *
0,77%, nos tempos de 30 e 60 minutos, respectivamente. Uma discreta queda foi
observada no tempo de 90 minutos, que resultou em uma pureza igual a 98,13 +

0,78%. Os resultados obtidos para pureza do composto sob refrigeragdo mostraram
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alta estabilidade ao longo do intervalo de tempo avaliado, com purezas
radioquimicas de 98,82 + 0,96%; 98,62 + 0,78% e 98,92 + 0,82%, para 0s tempos de

30, 60 e 90 minutos de incubacéo, respectivamente.
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Figura 30. Estabilidade do [(8Ga]Ga-NOTA-UBI9-41y em solugao salina (NaCl 0,9%) nos intervalos de
30, 60 e 90 minutos obtidos pelo método de CCD em temperatura ambiente e sob refrigeragdo. Os

valores foram expressos como porcentagem média + DP (n=3).

6.9. Estudo de estabilidade do [®®Ga]Ga-NOTA-UBI@e41y em soro
albumina humana 20%

A Figura 31mostra o resultado do estudo de estabilidade em soro albumina
humana 20% (Grifols®), nos tempos de 30, 60 e 90 minutos. Uma pequena
diminuicdo da pureza radioquimica foi observada entre o intervalo de tempo de 30 e
60 min, com reducao de 95,43 + 1,15% para 92,1 + 1,90%. No tempo de 90 min,

uma diminuicdo significativa foi observada e a pureza radioquimica obtida foi de
79,94 £ 5,10%.
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Figura 31. Estabilidade do [(8Ga]Ga-NOTA-UBI(2¢-41y em soro albumina humano 20% (Grifols®) a 37
°C nos tempos de 30, 60 e 90 minutos obtidos pelo método de CCD. Os valores foram expressos
como porcentagem média + DP (n=3).

6.10. Estudo de afinidade de ligacdo do [%8Ga]Ga-NOTA-UBIe94nas
proteinas séricas:

O estudo de afinidade de ligacdo as proteinas séricas foi realizado nos
tempos de 5, 15, 30, 45 e 60 min e obteve valores percentuais iguais a 61,91 +
0,5%; 59,95 + 0,36%; 59,90 + 1,21%; 51,71 + 1,41% e 53,45 + 2,16%,
respectivamente. Os resultados mostraram que a afinidade de ligacédo do [(8Ga]Ga-
NOTA-UBIl29-41) as proteinas séricas variou de 51% a 61% durante os tempos

estudados (Figura 32).

80 A

60

40 A

20 A

0] T T T T
5 15 30 45 60

Ligacdo as proteinas séricas (%)

Tempo (min)

Figura 32. Porcentagem de Ligacdo do composto [(8Ga]Ga-NOTA-UBI@e.4nas Proteinas Séricas nos

tempos de 5, 15, 30, 45 e 60 minutos. Os valores foram expressos como porcentagem média + DP
(n=5).
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6.11. Estudo de Afinidade de Ligacdo do[%8Ga]Ga-NOTA-UBlg941) as
Células Bacterianas

A porcentagem da fracdo ligada do radiofarmaco as células bacterianas da
espécie Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi de 89,54 + 0,49% para
concentracdo de 6x10°; 81,86 + 1,09% para concentracdo de 1x10° e 74,18 + 1,09%
para concentragdo de 6x108 UFC/mL. Os resultados mostraram que a porcentagem
da fracdo ligada ao radiofarmaco foi diretamente proporcional ao numero de

UFC/mL, o que sugere que o radiocomposto interage especificamente com as
bactérias (Figura 33)
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Figura 33. Valores médios para porcentagem de ligagdo do composto [(8Ga]Ga-NOTA-UBI@e.41)as
células bacterianas da espécie Staphylococcus aureus. Os valores foram expressos como
porcentagem média + DP (n=4).
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7. DISCUSSAO

7.1 Caracterizacéo radionuclidica e avaliacdo dos parametros para purificacao
do Galio-68

Para a caracterizacdo radionuclidica, a solucdo de [(8Ga]GaCls proveniente
da eluicdo dos geradores foi analisada através da curva matematica do decaimento
radioativo, sendo o perfil obtido para as eluicbes semelhante ao perfil tedrico
esperado para o decaimento deste is6topo(’®"D). A estimativa da meia-vida
do[f8Ga]GacClz obtida neste trabalho foi de 67,30 e 67,96 minutos, valores dentro dos
limites de aceitacdo preconizados pela farmacopeia europeia (62 a 74 minutos) e
corroborados com os valores publicados por Garcia-Torafio e colaboradores (2014)
e Sudbrock e colaboradores (2014) que mostraram que a estimativa da meia-vida do
[8Ga]GaCls foi de 67,84 minutos e 67,93 minutos, respectivamente(7475),

O resultado do calculo da estimativa de meia-vida de um radiois6topo
utiizando o calibrador de dose pode ser confirmado através da analise de
espectrometria de raios gama com detector de germanio ultrapuro (HPGe),
equipamento de alto custo e disponivel em poucos centros no pais, motivo pelo qual
este trabalho ndo confrontou os resultados por meio desta metodologia. Apesar
disso, Sudbrock e colaboradores(’® ressaltaram em seu trabalho que a analise da
curva de decaimento, feita no calibrador de dose, logo apds a eluicdo ja representa

um bom indicativo de elevada pureza radionuclidica da solucao.

Apés a eluicdo do gerador, o uso de uma resina (micro-coluna) de troca
catibnica permite a purificacéo do [®8Ga]GaCls com valores de retencéo superiores a
99%. O artigo publicado por Zhernosekov e colaboradores (2007) demonstra a
influéncia da acidez da solucéo de acetona na etapa de recuperacéo do [*®Ga]GaCls.
Segundo os autores, a recuperacao final do Galio-68 foi maior quanto menor era a
acidez da solucao, sendo os melhores resultados (superiores a 99%)obtidos com o

uso de acetona 97,6% / HCI 0,05N, como eluente®4),

No presente trabalho, a recuperacdo do is6topo foi feita com acetona
ultrapura, ndo acidificada e foi obtido um rendimento de recuperac¢ao proximo a 95%.

A acidificacado da acetona implica em uma reducéo significativa do pH reacional, o


https://link.springer.com/article/10.1186/s13550-014-0036-4#auth-Ferdinand-Sudbrock
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que reduziu drasticamente o rendimento radioquimico de marcacdo da molécula
UBI(29-41).

Além disso, embora a toxicidade intravenosa da acetona seja considerada
baixa (5.500 mg/kg em estudo com roedores)“?, a quantidade de acetona na
formulacédo altera a retencéo do composto radiomarcado na coluna Sep-Pak C18 e,
portanto, dificulta a purificagdo do radiocomposto. Desta forma, a utilizagcdo do
menor volume deste solvente capaz de recuperar atividades satisfatorias de Galio-

68, da resina cationica, foi fundamental para o sucesso deste estudo.

Como uma alternativa, um estudo publicado por Loktionova e colaboradores
(2011) demonstrou a utilizacdo de uma segunda coluna de troca ibGnica para
eliminacdo completa do solvente acetona, obtendo bons resultados de recuperacéo
do isétopo com volumes pequenos de agua ultrapura. Entretanto, a indisponibilidade
desta resina para comercializacdo inviabilizou esta possibilidade®?. E importante
destacar que os niveis de acetona residuais obtidos, apds todo o processo, estao
muito abaixo dos limites considerados toxicos. Além disso, a evaporacao durante o
processo de radiomarcacao (85°C) e a purificagcdo do composto em coluna Sep-Pak
Cis fazem com que a quantidade deste solvente seja minima e, por consequéncia

pode ser utilizado com seguranca em humanos.

7.2 Métodos analiticos para avaliacdo do rendimento e pureza radioquimica

Assim como os farmacos, € de fundamental importancia que todos os
radiofarmacos sejam submetidos a rigorosos sistemas de controle de qualidade
visando garantir a pureza, seguranca biolégica e eficacia. Uma grande variedade de
métodos analiticos pode ser usada para se determinar a pureza radioquimica do
composto. Em geral, um radiofarmaco é aprovado para uso quando apresenta
pureza radioquimica superior a 90% e pode ser purificado, caso este grau de pureza

nado tenha sido atingido®3).

Em nosso estudo, a pureza radioquimica do radiocomposto foi determinada
pela cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Primeiramente, por este
meétodo, foi definido o perfil e tempo de retencdo do Galio-68 livre e do peptideo nao

radiomarcado. A comparacdo do perfil obtido, em nosso estudo, foi semelhante ao


https://jnm.snmjournals.org/content/jnumed/48/10/1741.full.pdf
https://jnm.snmjournals.org/content/jnumed/48/10/1741.full.pdf
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declarado pelo proprio fabricante (ABX) e atestou a integridade do produto, apos a
importacdo. O tempo de retengdo do peptideo radiomarcado foi obtido
posteriormente e teve um R: proximo do tempo de retengdo do produto frio,
mostrando que a radiomarcacdo ndo comprometeu as caracteristicas fisico-quimicas

da molécula.

Apesar da elevada sensibilidade e alta resolucdo do perfil cromatografico
obtido por CLAE, este método necessita de equipamento de alto custo como
também requer o uso de solventes de alto grau de pureza (espectroscépico). A sua
utilizacdo demanda uma equipe capacitada e, em geral, a anélise da pureza requer
um tempo maior quando comparado com outros métodos cromatograficos mais

simples e baratos como a CCD.

Para avaliacdo por CCD, foram analisados 3 sistemas cromatograficos
diferentes, sendo a melhor resolugdo obtida com a utilizacdo de fitas de ITLC-SG e
W3MM, como fases estacionarias, onde os picos do produto radiomarcado e do
Galio-68 livre apresentaram Rrs bem definidos e distantes. Embora em ambos os
sistemas, uma boa resolucdo foi obtida, a escolha da utilizacdo da fita iITLC-SG
como fase estacionaria foi devido ao menor tempo de desenvolvimento da corrida
cromatografica quando comparado ao da corrida em W3MM (6,2 minutos e 31
minutos, respectivamente). Vale ressaltar que o tempo de corrida neste caso € um
fator preponderante na escolha do melhor sistema diante da meia-vida curta do

isétopo utilizado.

Apos a definicdo do melhor sistema de solvente para a analise do rendimento
radioquimico, o intuito foi avaliar a concordancia dos dois métodos analiticos citados
anteriormente, CLAE e CCD. A comparacdo entre os resultados obtidos em 4
ensaios independentes (Tabela 5) mostrou alto grau de concordancia, com valores
préoximos ou superiores a 95%. Tal resultado nos aponta para a conclusao de que a
CCD pode ser utilizada, sem perda de sensibilidade, na analise deste radiofarmaco,

na rotina da Medicina Nuclear.
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7.1Purificacdo do [%8Ga]Ga-NOTA-UBIe941) em filtro Sep-Pak Cis avaliada por
CLAE e CCD.

Molavipordanjani e colaboradores (2018) descreveram que a EFS é um
método simples e réapido capaz de separar impurezas de uma preparagao
radiofarmacéutica por meio de suas propriedades fisicas e quimicas, como por
exemplo, a sua polaridade. Entretanto, é importante ressaltar que alguns
parametros, tais como tipo de cartucho e seu condicionamento, concentracdo da
amostra, fluxo do eluente e a lipofilicidade dos constituintes da amostra influenciam
diretamente na eficiéncia do processo(®). Desta forma, a escolha dos parametros
para este trabalho se baseou na literatura cientifica disponivel e também na
experiéncia do grupo na purificacdo de outros compostos como o [8Ga]Ga-HBED-
PSMA e [68Ga]Ga-DOTATATE.

A purificacdo do [(8Ga]Ga-NOTA-UBI@941) através da técnica EFS foi bem
sucedida permitindo obter este composto com elevada pureza radioguimica
(superior a 98%) confirmada pelas analises em CLAE e CCD, onde o pico inicial da
impureza correspondente ao Rt e Rf do radionuclideo, respectivamente nédo foi

observado ap6s a purificagédo (Figuras 24 e 25).

7.4 Otimizacdo dos diferentes parametros de radiomarcacdo do [%8Ga]Ga-
NOTA-UBI29-41)

A otimizacdo dos paradmetros para radiomarcacdo é uma etapa fundamental
no processo de desenvolvimento de um radiofarmaco, principalmente quando estao
envolvidas moléculas radiomarcadas com radionuclideos de meia-vida curta. Neste
caso, 0 elevado rendimento radioquimico é primordial. Com este propdsito, este
trabalho avaliou as melhores condi¢gbes de pH, quantidade de peptideo, temperatura

e tempo reacional para a sintese do composto [*3Ga]Ga-NOTA-UBI(29-41).

Em nosso estudo, o valor encontrado para eficiéncia de marcagéo no pH igual
a 3,0 foi de aproximadamente 60%, ao passo que quando foram utilizados pHs de
3,5 e 4,0 resultados superiores a 90% foram obtidos, sem diferenca estatistica entre


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Molavipordanjani+S&cauthor_id=30278224
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ambos. Vilche e colaboradores (2016) obtiveram rendimentos radioquimicos
semelhantes utilizando esta mesma faixa de pH, indicando que o pH é um dos

parametros essenciais para um bom rendimento radioquimico®9).

Em relacdo a temperatura reacional, em nosso estudo foi observado que o
aguecimento foi capaz de promover um acentuado aumento na eficiéncia de
marcacdo do [(8Ga]Ga-NOTA-UBI29-41) (26% a 25°C para valores préoximos a 90% a
85°C).Além disso, foi possivel constatar que ndo houve desnaturacdo do composto
peptidico, fato comprovado pela manutencéo da integridade do perfil cromatogréfico,
apos o aquecimento na radiomarcacdo. Por outro lado, nossos resultados se
contrapbem ao que Tsionou e colaboradores (2017) descreveram que a alta
capacidade de ligacdo do Galio-68 com o quelante NOTA é favorecida inclusive em

temperatura ambiente®b,

O tempo de reacdo quimica, como discutido anteriormente, € um parametro
importante a ser otimizado. Em nosso trabalho, nos trés tempos reacionais avaliados
(5, 10 e 15 minutos), resultados de eficiéncia de marcacao superiores a 90% foram
obtidos. Entretanto, o mais alto rendimento radioquimico (aproximadamente 96%) foi
observado no tempo reacional de 5 minutos, dado este que nos foi bastante
conveniente devido ao curto tempo de decaimento do isétopo Galio-68.

O Ultimo parametro avaliado foi a quantidade do peptideo utilizado (20 e 40
pug). Os resultados revelaram que houve uma discreta melhora no rendimento
radioguimico para a maior quantidade de massa, entretanto esta diferenca, apesar
de estatisticamente significativa foi muito pequena em relagdo a porcentagem de
eficiéncia de marcacao. Além disso, € importante salientar que para o0 uso na rotina

clinica é imprescindivel que o radiofarmaco tenha alta atividade especifica.

Sendo assim, com base nas consideracbes previamente relatadas, 0s
melhores rendimentos radioquimicos para o composto [(8Ga]Ga-NOTA-UBI(9-41)
foram obtidos utilizando pHs 3,5 e 4,0, temperatura de incubacdo de 85 °C, tempo

reacional de 5 minutos e quantidade de peptideo = 40 pg.
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7.5 Estabilidade do [(8Ga]Ga-NOTA-UBI29-41

O presente trabalho avaliou a estabilidade pés-marcacdo do composto
[(8Ga]Ga-NOTA-UBI29-41), em salina (NaCl 0,9%) nos tempos de 30, 60 e 90 minutos
em temperatura ambiente e sob refrigeracdo. Os resultados mostraram que o
radiocomposto apresentou alta estabilidade tanto em temperatura ambiente quanto
refrigerado até 90 minutos apds a marcacao, com purezas radioguimicas acima de
98%. Dados semelhantes foram encontrados por Vilche e colaboradores (2016), que
demonstraram que o[*8Ga]Ga-NOTA-UBI@9e41)s€ manteve estavel, em temperatura

ambiente, durante 180 minutos(@9).

Consideracdes semelhantes sobre a estabilidade pés marcacéo do [®8Ga]Ga-
NOTA-UBI29-41) também foram feitas por Mukherjee e colaboradores (2018).Neste
estudo, os autores avaliaram a estabilidade do [8Ga]Ga-NOTA-UBI@2e-41) em salina
por um periodo de até 120 minutos, obtendo altas purezas radioquimicas, como as

citadas anteriormente(?),

Mukherjeee colaboradores (2018)mostraram que o [(8Ga]Ga-NOTA-UBI29-41)
apresentou alta estabilidade, em soro humano, em todos tempos avaliados(?. A alta
estabilidade foi corroborada em nossos estudos para os tempos de 30 e 60 minutos,
onde as purezas radioquimicas foram superiores a 90%. Contudo uma queda
acentuada e significativa na pureza radioguimica no tempo de 90 minutos se
contrap6s ao demonstrado no estudo de Mukherjeee colaboradores. Na literatura,
poucos estudos demonstram a estabilidade do [(8Ga]Ga-NOTA-UBI@9-41) em soro.
Recentemente, Sriwiang e colaboradores (2019) publicaram resultados de
estabilidade, em soro, do [®Ga]Ga-DOTA-UBI@9.41) superiores a 90%, por um
periodo de até 240 minutos, entretanto o quelante utilizado foi o DOTA, o que
inviabiliza uma comparacdo direta entre os estudos(®. Diante dos nossos
resultados, que apontam para uma reducao na estabilidade no tempo de 90 minutos
e visando uma aplicacgéo clinica, sugere-se que as imagens do sitio infeccioso sejam
adquiridas em periodo inferior a este tempo, idealmente préxima aos 60 minutos,
tempo no qual a pureza estimada foi elevada (> 90%) e também compativel com a
meia-vida curta do Galio-68.
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7.6 Coeficiente de particdo do [(8Ga]Ga-NOTA-UBI (2941

De acordo com Yoshizuka e colaboradores (2019) a lipofilicidade de uma
molécula € uma importante propriedade fisico-quimica que ajuda a prever o
comportamento da mesma no transporte e permeabilidade através de membranas,
além da interacdo com receptores, enzimas e potenciais efeitos bioldgicos e de
toxicidade. S&o considerados hidrofilicos os compostos com valor de Log P < 0 e

hidrofébicos quando apresentam valores de Log P > 0(79),

O composto [(8Ga]Ga-NOTA-UBI9-41) teve 0 seu Log P calculado =- 3,57 +
0,2 (n = 5) demonstrando ser uma molécula de carater hidrofilico. Resultados
semelhantes foram obtidos por Mukherjee e colaboradores (2018) que estimou um
valor de Log P igual a -3,60. Este autor ressalta que a elevada hidrofilicidade resulta
em uma rapida depuracédo do composto pela via renal’”). Bhatt e colaboradores, em
2018demonstraram que o coeficiente de particdo do [8Ga]Ga-NOTA-UBI(31-38) foi de
- 3,1 £ 0,4 Em 2017, estes mesmos autores publicaram outro artigo onde
demonstraram valores de Log P de -3,8 + 0,15 e -2,9 + 0,13, para os radiocompostos
[(8Ga]NODAGA-UBI(29-41) € [(8Ga]NODAGA-UBI31-38), respectivamente(0.8),

7.7Ligacéo as proteinas séricas

A interacdo das moléculas com as proteinas séricas representa um
importante fenbmeno biolégico que ira influenciar a biodistribuicdo, a taxa de
eliminacdo, como também o0 acesso ao sitio de ligacdo e metabolismo do

radiocomposto(®?),

A baixa lipofilicidade de um composto reflete geralmente em uma menor
interacdo do mesmo com as proteinas séricas, em outras palavras, quanto mais
negativo o Log P do composto menores valores de porcentagem de ligacdo as
proteinas séricas sdo esperados, todavia, neste trabalho esta relacdo ndo foi

observada por se tratar de um peptideo de 13 aminoéacidos.

Os resultados de ligacdo as proteinas séricas variaram entre 51 a 61% e sao

condizentes com os dados publicados, para este mesmo peptideo, por Sriwiang e
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seus colaboradores (2019), que obtiveram dados entre 50 a 65%(8). Vilche e
colaboradores (2016), em seu estudo, demonstram valores para a ligacdo préximos
de 52% e, conforme relata sua publicacdo, os dados foram corroborados por
resultados prévios obtidos para este peptideo radiomarcado com o radionuclideo

Tecnécio-99m.

7.8 Afinidade de ligacdo do [%8Ga]Ga-NOTA-UBl@e41y com as células

bacterianas

O estudo de afinidade de ligacdo do [®Ga]Ga-NOTA-UBI 941y com as células
bacterianas da linhagem S. aureus (ATCC 25923) revelou que o percentual de
ligacéo in vitrodo composto aumentou com o aumento da quantidade de bactérias. A
adicdo de quantidades iguais do radiofarmaco em quantidades crescentes de células
revela que a ligacdo do composto radiomarcado com as bactérias se da de forma

especifica e proporcional ao nimero de unidades formadoras de colénia.

Resultados semelhantes para a Ubiquicidina radiomarcada com Tecnécio-
99m foram descritos por Arjun e colaboradores (2016)®3), onde este radiopeptideo
se ligou as células bacterianas em uma proporcdo crescente ao numero de
bactérias, contudo a porcentagem de ligacao publicada pelos autores, foi da ordem
de 37%, valor consideravelmente inferior ao encontrado em nosso estudo, onde na
mesma concentracdo de bactérias (=108 UFC), uma interacdo de 74% foi obtida.
Diante deste resultado, sugere-se que a radiomarcacdo com o quelante NOTA e o
is6topo Galio-68 faz com que o radiofarmaco tenha uma melhor afinidade de ligacéo
as bactérias e, consequentemente, seja mais eficiente quando comparado a ligacdo

do UBl(29-41 com Tecnécio-99m.

Através do estudo de ligacao in vitro do [*®Ga]Ga-NOTA-UBI29-41) s bactérias
foi possivel verificar que a capacidade de interacdo do radiofarmaco nao foi
comprometida pela conjugacdo do peptideo com o quelante NOTA radiomarcado
com Galio-68. Somado a isso, o elevado percentual de interacdo, préximo a 90%
reforca e indica alta especificidade do radiocomposto, 0 que comprova seu grande

potencial na identificacdo de focos infecciosos.
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8. CONCLUSAO

O peptideo NOTA-UBI29-41) foi eficientemente radiomarcado com Gaélio-68 e
as estratégias de marcacdes mostraram resultados bem-sucedidos com rendimento
e pureza radioguimica maiores do que 95% e 99%, respectivamente. Altos
rendimentos foram obtidos apds caracterizacdo e purificacdo do Gaélio-68 e

padronizacao dos parametros reacionais.

Alta estabilidade radioquimica foi observada por até 90 minutos ap6s o tempo
reacional, tanto em temperatura ambiente quanto refrigerado. Além disso, o
[(8Ga]Ga-NOTA-UBI9-41) apresentou alta estabilidade em soro albumina humana por
até 1h, sugerindo que a aquisicdo das imagens deve ser realizada no periodo de até
60 minutos, apds a administracdo do radiofarmaco no paciente.

O complexo [(8Ga]Ga-NOTA-UBI@e-41) apresentou caracteristica hidrofilica
(Log P =-3,6), 0 que sugere excrecao renal preferencial, propriedade vantajosa para
um tracador diagndéstico e uma porcentagem de ligacdo as proteinas séricas em
torno de 60%.

Além disso, estudos de ligacdo as células bacterianas mostraram elevada
afinidade do [*®Ga]Ga-NOTA-UBlI 941, com uma relacdo de proporcionalidade entre

o radiofarmaco e a quantidade de bactérias.

Em conclusdo, a eficiéncia de radiomarcacdo, as caracteristicas fisico-
quimicas e a alta porcentagem de ligacdo do[®®Ga]Ga-NOTA-UBI@9-41) as células
bacterianas fornecem caracteristicas fundamentais e promissoras para sua futura
utilizacdo como um radiofarmaco especifico para identificacdo de focos infecciosos

na prética clinica.
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RESUMO

INTRODUCAO: As doencas infecciosas impactam diretamente a morbidade e mortalidade da
populagdo mundial, sendo o diagnéstico precoce crucial para o controle efetivo destas patologias.
Grandes esforcos vém sendo empregados para o desenvolvimento de radiofarmacos capazes de
detectar com precisdo e seguranca focos infecciosos e, distingui-los seletivamente dos processos
inflamatérios assépticos. Recentemente, o peptideo antimicrobiano UBIQUICIDINA29-41) radiomarcado
vem se tornando uma alternativa promissora de radiofarmaco com alta especificidade na identificacao

seletiva entre infeccdo e inflamacéo.

OBJETIVO: O presente estudo teve como objetivo padronizar a radiomarcacdo do radiofarmaco
NOTA-UBIQUICIDINA@¢-41y com o radionuclideo Galio-68 para potencial aplicacdo PET na rotina da

Medicina Nuclear.

METODOS: $8GaCls foi eluido com 0,1 M HCI (8 mL) através de um filtro catidnico e extraido com
0,4mL de acetona ultrapura. O processo de radiomarcacgdo foi realizado com 20-40 ug de NOTA-
UBl@9-41y em 1,0 mL de tampéo de acetato (pH = 3,5-4,0). Depois de 10min a 85°C, o produto foi
purificado em cartucho Sep-Pak C18. O %GacClz e o produto radiomarcado foram quantificados por
cromatografia em camada delgada (CCD) e por HPLC. A estabilidade do %8Ga-NOTA-UBl@9.41) foi
avaliada por CCD apés 30, 60 e 90 min da marcagdo, a temperatura ambiente e refrigerada e
também em soro albumina humana 20% (Grifols®). Tanto a porcentagem de ligacdo as proteinas
séricas, determinada usando o método de precipitacdo com ACN e a afinidade de ligacdo as células
bacterianas foram mensuradas em contador gama, por meio das atividades contidas nos

sobrenadantes e pellet.

RESULTADOS: Os resultados obtidos demostraram altos rendimentos apds a caracterizacdo e
purificacdo do Galio-68. A padronizacdo dos parédmetros reacionais obteve rendimento e pureza
radioquimica maiores que 95% e 99%, respectivamente para o composto®®Ga-NOTA-UBI@e.41). Alta
estabilidade radioquimica foi observada por até 90 min apos a sintese, em temperatura ambiente e
refrigerada e, em soro albumina humana, por periodo de até 1 h. O [68Ga]Ga-NOTA-UBlI29.41)
apresentou caracteristica hidrofilica (Log P = -3,6) e uma porcentagem de ligacdo as proteinas
séricas proxima a 60%. O estudo de ligacao as células bacterianas demonstrou elevada afinidade e
uma relacdo de proporcionalidade entre o radiofarmaco e as bactérias, o que indica o potencial deste

radiofarmaco como agente de identificagdo seletivo para focos infecciosos.

CONCLUSAO: A eficiéncia de radiomarcacdo, as caracteristicas fisico-quimicas e a alta
especificidade [8Ga]Ga-NOTA-UBl@e41y as células bacterianas fornecem caracteristicas

fundamentais e promissoras para uma futura utilizacdo na prética clinica da Medicina Nuclear.

Palavras-Chave:®®Ga; [*®Ga]Ga-NOTA-UBlpg.41); imagens PET/CT; UBlge41); imagens de

infec¢do; ubiquicidina.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Infectious diseases directly impact the morbidity and mortality worldwide and early
diagnosis is crucial for the effective control of these pathologies. Great efforts have been made to
detect infectious focus and to distinguish them from aseptic inflammatory processes accurately and
safely. Recently, antimicrobial peptides (AMP), such as UBIQUICIDIN@¢-41y (UBl29-41)), have been
radiolabeled and evaluated as promising radiopharmaceuticals for identification and distinction

between infection and inflammation.

OBJECTIVE: The present study aimed to evaluate and standardize the radiolabeling process of the
radiopharmaceutical NOTA-UBlI29.41y with Gallium-68 (%8Ga) forpotential application in the routine of

Nuclear Medicine.

METHODS:%8GaCls was eluted with 0.1 M HCI (8 mL) through a cationic filter and extracted with 0.4
mL of ultrapure acetone. The radiolabeling process was performed with 20-40 pg of NOTA-UBI29-41) in
1.0 mL of sodium acetate buffer (pH = 3.5 - 4.0). After 10 min at 85°C, the product was purified in Sep-
Pak Cis cartridge. %GaCls and the radiolabeled product were quantified by ascending
chromatography, using instant thin layer chromatography (iTLC), and by reversed phase-high
performance liquid chromatography (RP-HPLC). The stability of [68Ga]Ga-NOTA-UBI@e-41) was
evaluated by iTLC after 30, 60, and 90 min of radiolabeling, at room temperature and refrigerated, and
also in 20% human serum albumin (Grifols®). The percentage of binding to serum proteins,
determined using the acetonitrile precipitation method, and the binding affinity to bacterial cells were

measured in an automatic gamma counter, counting the activities in the supernatants and pellets.

RESULTS: The results showed high yields after the characterization and purification of 68Ga. The
standardization of the reaction parameters led to radiochemical yield and purity greater than 95% and
99%, respectively. High radiochemical stability was observed up to 90 min after synthesis, at room
temperature and refrigerated, and up to 60 min in human serum albumin. [*8Ga]Ga-NOTA-UBI29-41)
showed a hydrophilic characteristic (Log P = -3.6) and a percentage of binding to serum proteins of
approximately 60%. The study of binding to bacterial cells showed high affinity and a proportional
relationship between the radiopharmaceutical binding and the bacteria amount, which indicates the

potential of this radiopharmaceutical as a selective identification agent for infectious foci.

CONCLUSION: The radiolabeling yield, the physicochemical characteristics and the high specificity of
[68Ga]Ga-NOTA-UBI(29-41) to bacterial cells provide essential and promising characteristics for

future use in the clinical practice of Nuclear Medicine.

Keywords: Gallium-68; [®®Ga]Ga-NOTA-UBI(29-41); PET/CT imaging; UBI@e.41); infection

imaging; ubiquicidin.



