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DP — doenca de Parkinson

SNpc — substantia nigra pars compacta

DA - dopamina

TDA — transportador de dopamina

t 1o — tempo de meia-vida fisica

keV — quilo elétron-volt

SPECT - tomografia por emissdo de féton dnico (single photon emission computed
tomography)

PET — tomografia por emissao de positron (positron emission tomography)
TMS-B-CIT — trimetilestanil-p-CIT

Nal[**1] — iodeto de sodio-"*"1

MBg — mega Becquerel

CT —Cloramina T

IG — lodo-Gen®

EFS — extracdo em fase solida

PRQ - pureza radioquimica

CQ - controle de qualidade

CCD - cromatografia em camada delgada

CLAE-FR — cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa
TLC-SG (Al) —thin layer chromatography-silica gel (aluminium)
R¢— retention factor

R; — retention time
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencas neurodegenerativas

As doengas neurodegenerativas representam uma grande preocupacdo a saude. Isso se
deve, em parte, porque essas desordens sdo dependentes da idade, o que a torna prevalente na
populacédo idosa, a qual vem crescendo em uma taxa de 3% ao ano, segundo a Organizacao
das Nacdes Unidas . No Brasil, segundo o IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica), a projecdo do nimero de idosos deve dobrar até o ano de 2042 quando

comparado a 2017, representando 24,5% da populacéo total.

Histologicamente, as doencas neurodegenerativas sdo caracterizadas pela degeneracdo de
neurdnios do sistema nervoso central resultando em uma disfuncéo progressiva desse sistema.
Essa degeneracdo pode advir, principalmente, do acimulo patoldgico de proteinas no cérebro,
assim como da disfuncdo mitocondrial, do estresse oxidativo, de alteracdes inflamatdrias,

dentre outras “*.

As doencas neurodegenerativas mais bem conhecidas sdo a doenca de Parkinson (DP), a
doenca de Alzheimer, a doenca de Huntington e a esclerose lateral amiotréfica “%. Todas
essas doengas, em suas respectivas fisiopatologias, causam alguma deficiéncia cognitiva, de
movimento e de memoria que geram efeitos debilitantes impactando diretamente na qualidade
de vida dos individuos afetados por elas “**®. As causas que levam a essas doencas sdo
complexas e dependem da associacdo de uma variedade de fatores, tais como a idade, 0s
fatores ambientais e a hereditariedade ™. Em busca de um diagnéstico precoce e preciso, a
doenca de Parkinson foi escolhida como objeto deste estudo visando & melhora da qualidade

de vida das pessoas acometidas e de seus familiares.



1.2 Doenca de Parkinson

A DP foi relatada pela primeira vez em 1817 pelo médico britanico James Parkinson
(1755-1824) como “paralisia agitante” em seu “Ensaio da Paralisia Agitante” (Assay on the
Shaking Palsy), sendo a segunda mais importante desordem neurodegenerativa prevalente na
populacéo idosa, perdendo apenas para a doenga de Alzheimer (15-18) "Estima-se gue o nimero
de individuos com DP nos dez paises mais populosos do mundo (China, india, Estados
Unidos, Indonésia, Brasil, Paquistdo, Bangladesh, Russia, Nigéria e Japdo) em 2005 era de
4,1 a 4,6 milhdes e, em 2030 aumentaré para 8,7 a 9,3 milhdes .

A DP apresenta uma alta heterogeneidade clinica. E caracterizada por uma significativa
perda neuronal dopaminérgica levando a sinais motores classicos como a bradicinesia, 0
tremor, a rigidez e a instabilidade postural, além de ndo motoras, como disturbio

comportamental do sono acelerado, constipagdo e déficits cognitivos & 2022,

1.2.1 Fisiopatologia

A fisiopatologia da DP envolve uma perda progressiva de neurénios dopaminérgicos da
area do tronco cerebral conhecida como substantia nigra pars compacta (SNpc) @, Essa
perda leva a uma denervacdo do trato nigroestriatal, o qual emite suas projecdes terminais
para 0 putamén e para o nucleo caudado, areas de maior concentracdo de neurdnios
dopaminérgicos (Fig. 1) ®V. Essa perda gera uma significativa reducéo de dopamina (DA)
levando a déficits motores caracteristicos da DP, afetando também outros neurotransmissores

como a acetilcolina, a serotonina e a noradrenalina ¢%5.

Embora a principal causa da DP ainda seja desconhecida, fatores ambientais e genéticos,

bem como a idade, podem estar envolvidos na sua potencial patogénese “°.
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FIGURA 1. Esquema representativo da via nigroestriatal normal (A) e na doenca de
Parkinson (B) ¢".

1.2.2 Diagnostico

O diagndstico da DP, de sindromes parkinsonianas e de outros disturbios do movimento
continua sendo um desafio para os médicos porque sdo baseados em critérios clinicos, 0s
quais sao dificeis de diferenciar de disturbios com manifestacdes semelhantes, sobretudo em

seu estagio inicial #®29).

Em geral, os sintomas da DP aparecem apenas ap0s a reducao de aproximadamente 80%
da dopamina estriatal e de 50% das células na SNpc, fazendo com que o diagndstico e o
tratamento possam ser adiados por anos, até que os sintomas de incapacidade funcional se

manifestem €039,

A sensibilidade e especificidade do diagnéstico da DP giram em torno de 88% e 68%,

respectivamente, o que torna o diagnostico e 0 manejo bastante desafiadores ®2)

Em razdo disso, além da avaliacdo clinica, foram atualmente inclusos nos critérios da
Sociedade Internacional de Transtorno do Movimento, as imagens do transportador de
dopamina (TDA) e um teste de cheiro que consiste na avaliacdo de uma lista de odores
baseada no TICUP (teste de identificagdo de cheiro da Universidade da Pensilvania) e suas

variagoes, os quais devem ser discriminados e identificados pelo paciente objetivando definir



possiveis alteracfes em sua capacidade olfatéria. Essas inclusGes sdo componentes-chaves

para fornecerem um suporte adequado no diagndstico de casos incertos de DP ¢339,

A imagem molecular da DP teve um avanco significativo nos ultimos 25 anos, tornando-a
uma ferramenta diagnostica de alto valor agregado, no que tange a capacidade de
entendimento da patogénese, no assessoramento de diagnostico mais preciso do estagio inicial
da DP. Assim como, auxiliar em diagndsticos diferenciais de outras sindromes nao

parkinsonianas e no monitoramento da progressao e tratamento farmacoterapéutico 3%,

Em funcdo da grande expressdo de TDA na membrana pré-sinaptica de neurdnios
dopaminérgicos que sdo perdidos na DP, este pode ser considerado como um marcador / alvo
importante para a avaliacdo dessa perda progressiva, em especial, na via nigroestriatal por

s @ 3739 Na pratica clinica, ha diversos radiofarmacos que

imagem com radiofarmaco
marcam o TDA e podem ser utilizados no acompanhamento do progresso e no gerenciamento

da DP @9,

1.3 Transportador de dopamina pré-sinaptico

Diversas sdo as estruturas presentes no neurdnio dopaminérgico (Fig. 2) que podem ser
avaliadas por neuroimagem utilizando radiofarmacos e, portanto, se constituem como uma

importante técnica auxiliar no diagnéstico da DP “9.

Dentre todas as estruturas neuronais representadas na Fig. 2, o transportador de dopamina
é uma proteina transmembrana mais densamente expressa nos neurdnios dopaminérgicos da
regido nigroestriatal, mas também se encontra presente no cingulo anterior, na amigdala e no

mesencéfalo 443,

O TDA ¢é responsavel pela recaptacdo da dopamina presente na fenda sinaptica

desempenhando um papel importante na regulacéo / finalizacdo da sinalizagdo dopaminérgica
(44-47)
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FIGURA 2. Esquema representativo das principais estruturas de um neurdnio dopaminérgico
e a localizacdo do TDA no neurdnio pré-sinaptico (adaptado de *).

No estdgio inicial da DP, o TDA pode estar sub-regulado como mecanismo
compensatdrio para aumentar a atividade dopaminérgica mantendo a transmissdo dos ganglios
da base dentro de limites normais “**%. Como consequéncia, a imagem da densidade de TDA

pode superestimar o verdadeiro grau de degeneraco neuronal dopaminérgica “.

Com a evolucdo da DP, had uma perda progressiva de neurdnios dopaminérgicos,
acarretando uma diminuicdo na densidade de TDA, tornando-o um alvo relevante para o

diagnéstico da funcdo dopaminérgica estriatal por imagem 7.

Dentre as técnicas de imagem, a neuroimagem molecular utiliza radionuclideos ligados a
diversas moléculas para obter informacdes da sintese de neurotransmissores, da ligacdo de
neuroreceptores e de transportadores especificos nos neurénios pds e pré-sinaptico, o que a
torna uma ferramenta diagnostica relevante na avaliacdo e diagnostico das doencas

neurodegenerativas, em especial, da DP ©Y.



1.4 Radionuclideos

Radionuclideos séo elementos quimicos que apresentam um nucleo instavel que decai por
fissdo espontanea emitindo radiagcdo. A radiagcdo emitida pode ser do tipo corpuscular, alfa
(o), beta negativo (B) e beta positivo ou pésitron (B*) e do tipo eletromagnético, raios gama

(v). Essas emissdes ocorrem até que o nucleo do elemento radioativo alcance a estabilidade
(52)

Cada radionuclideo apresenta algumas caracteristicas fisicas proprias. Entre elas, o tempo
de meia-vida fisica (ty, vida fisica), o qual é definido como o tempo necessario para que a
atividade inicial seja reduzida pela metade e esta propriedade é Unica para cada radionuclideo;
o tipo de emissao de radiacdo que pode ser um ou mais tipos, além da energia caracteristica de
cada emisséo e a intensidade com que se apresenta 2. Em conjunto com essas caracteristicas
estd a forma de obtencdo dos radionuclideos, que pode ser através de reatores, ciclotrons e
geradores. Todas essas caracteristicas definirdo a escolha daqueles que melhor atendam aos

interesses das areas clinica e de pesquisa 36)

Considerando as caracteristicas fisicas e de producdo, a tabela abaixo resume o0s

principais radionuclideos utilizados na area clinica (Tab. 1).

TABELA 1. Caracteristicas fisicas dos radionuclideos mais utilizados na area clinica.

t1 vida Tipo de emisséo (energia,

Radionuclideo fisica intensidade) Producao
123, 13,2 h Y (159 KeV, 83%) Ciclotron
131 8.02d B (192 Iéz\\; giz//z; v (365 Reator
9mT o 6h v (140 KeV, 89%) Gerador
18 109,7 min B (634 KeV, 97%) Ciclotron
tc 20,3 min B* (961 KeV, 99,8%) Ciclotron

123131 (j0d0-123 / 131); ™ (tecnécio 99 metaestavel): BF (fldor-18); *C (carbono-11) ©° > .

Dentre os elementos da Tab. 1, énfase serd dada ao radionuclideo iodo e seus is6topos por

ser o radionuclideo utilizado no presente trabalho.



1.4.1 lodo radioativo

O radionuclideo iodo, apresenta diferentes is6topos radioativos. Os principais sdo o iodo-

123, 124, 125 e 131, apesar de haverem outros.

O radiois6topo, iodo-123 (*3I), é bastante utilizado na medicina nuclear, em funcdo de
suas caracteristicas fisicas favoraveis, como ty, de 13,2 horas ¢ emissdo y de 159 KeV,
energia dentro da faixa ideal para imagens por tomografia por emissdo de féton Unico
(SPECT - single photon emission computed tomography). Ele é produzido em ciclotron de
forma direta ou indireta por varias reagdes nucleares e se apresenta na forma de iodeto de
sodio-[*21] (Nal[*2*1]) 254,

Outro radioisétopo, iodo-124 (***I), apresenta ty, de 4,2 dias com duas emissdes B,
algumas emissdes [ e varias emissoes Y de alta energia. Ele também ¢ produzido em
ciclotron e se apresenta na forma de Nal[***1] ®**® Em funcdo da sua emissio B* e do
razoavel ty,, tem sido utilizado para radiomarcar uma variedade de tragadores para imagens
por tomografia por emissdo de pdsitron (PET — positron emission tomography). Entretanto,
devido & concomitante emissdo B* e de fotons de alta energia € relatado dificuldades na

obtencéo de imagens ©?.

O iodo-125 (**°I) apresenta um ty;, de 60 dias e decai apenas por captura eletronica. Ele é
produzido em reator nuclear e encontra-se disponivel comercialmente como Nal[**1] com alta
pureza radioquimica. E utilizado para estudos “in Vvitro” e em braquiterapia na forma de

sementes de iodo-125 ©?,

O radiois6topo, iodo-131 (**!1), apresenta ty, de 8,04 dias com decaimento de 100% por
emissdo (192 keV — 89%), seguida por trés emissdes y (364 keV — 81%; 637 keV — 7% e
284 keV — 6%). Ele é produzido em reator nuclear por fissdo do uranio-235 (*°U) e se
apresenta na forma de Nal[**], uma solucdo limpida, incolor e com alto rendimento

radioquimico ©2.

O i0do-131 é o radionuclideo de maior uso clinico tanto na deteccdo e tratamento de
doencas tireoidianas quanto na radiomarcacao de diversos tracadores com aplicabilidade em

diferentes doencas ©2.



1.5 Conceito de radiofarmacos

Radiofarmacos sdo complexos que possuem em sua constituicdo dois componentes,
sendo um radionuclideo (elemento radioativo) e outro de interesse bioldgico (elemento nao

radioativo) utilizados para o diagndstico e terapia de doencas humanas ©"°7.

Importante ressaltar que os radiofdrmacos usualmente apresentam um efeito
farmacol6gico minimo, em razdo de, na maioria dos casos, serem usadas quantidades em
niveis tracos da ordem de micrograma e nanograma ©V. Sua aplicabilidade em medicina

nuclear perfaz aproximadamente 90% para uso diagndstico e o restante para terapia ©2.

Na concepcdo de um radiofdrmaco, a molécula é a primeira escolha e se baseia no
direcionamento preferencial ou na participacdo em um processo fisiolégico em um dado
6rgdo ©?. Em seguida, escolhe-se o radionuclideo que apresente as melhores caracteristicas
para a radiomarcacdo e que a emissdo de radiacdo seja detectada por equipamentos de
imagem com dose minima aos pacientes. Além disso, é essencial que seja seguro, ndo toxico e

apirogénico na administragdo em humanos ©2)

1.5.1 Radiofarmacos para doenca de Parkinson

A utilizagdo de radiofarmacos em diferentes modalidades de imagem molecular, SPECT
e PET, para avaliar o sistema dopaminérgico contribuem de forma significativa no
diagnostico da DP. Além disso, a possibilidade de detec¢do de anormalidades moleculares
(diminuicéo de 50 a 60% de células do sistema nervoso e reducdo de 70 a 80% de DA na
regido do estriado) presentes no estagio inicial dos sintomas motores fornece um diagnéstico

preciso e um tratamento mais adequado ©?.

Os radiofarmacos utilizados para obtencdo de imagens do sistema dopaminérgico buscam
estimar: (a) atividade do aminoécido carboxilase L-aromatica (AADC) bem como avaliar a
captacdo e a capacidade de armazenamento de fluoro L-DOPA em vesiculas pré-sinépticas
©3): (b) recaptacio de DA avaliada pela densidade de TDA; (c) atividade de receptores de DA
pos-sinapticos fornecendo informacGes sobre a concentracdo de DA sinaptica ©¥ e (d)

atividade do transportador de monoaminas vesiculares 2 (VMAT2) ©,



As imagens do sistema dopaminérgico obtidas com os marcadores TDA, AADC e
VMAT?2 estdo diretamente correlacionadas a perda celular revelada por analise post-mortem
sendo, portanto, um indicador confiavel do comprometimento desse sistema %%, Além de
fornecerem um padréo semelhante de reducéo na captagédo de DA em quadro de DP leve, que

é mais significativamente afetado do que em controles de idade compativel ©*77.

Para a obtencdo de imagens do sistema dopaminérgico se utilizam radiofarmacos
baseados em iodo-123 ou tecnécio-99 metaestavel, emissores vy, através da técnica de
tomografia por emissdo de foton Unico, sendo conhecidos como TDA SPECT. Ha também
radiofarmacos baseados em carbono-11 e fldior-18, emissores de B, que utilizam a técnica de

tomografia por emissao de pdsitron, definidos como TDA PET @),

Os radiofarmacos de TDA SPECT / PET também sdo Uteis para auxiliar no diagnéstico
diferencial da DP de outras condi¢Bes como: tremor essencial, parkinsonismo induzido por
drogas, parkinsonismo vascular e tremor distdnico % %% ) Algm de detectar a perda
neuronal dopaminérgica na fase pré-motora (precoce) da DP, na melhoria da eficiéncia no
diagnéstico clinico, no monitoramento da progressdo da doenca e na avaliacdo da eficacia de

terapias neuroprotetoras ¢ 72,

Importante considerar que a maioria dos hospitais possui mais equipamentos SPECT, o
qual é mais custo-efetivo do que o PET e, por isso, torna-se vantajoso a utilizacdo de TDA

SPECT, apesar da menor resolucéo © .

1.5.2 Radiofarmacos de TDA pré-sinaptico

Uma série de radiofarmacos é utilizada na pratica clinica para auxiliar na avaliacdo da
integridade do TDA pré-sindptico pelas técnicas de SPECT e PET (Tab. 2). Eles sdo
radiomarcados com carbono-11 (CFT[*'C], RTI-32[*'C]), com iodo-123 (beta-CIT[*?1], FP-
B-CIT[**1], IPT[*®1], altropano[*?l], B-PE2I[**1]) e com tecnécio-99 metaestavel
(TRODAT-1[*"Tc]) ®36.73),
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TABELA 2. Radiofarmacos associados aos TDAS pré-sinapticos.

SPECT PET
beta-CIT[*I] WIN[H]
FP-B-CIT[**1] Cocaina[*'C]

IPT[*#1] Altropano[*'C]
Altropano[*#1] FE-CIT["'C]
B-PE2I[*ZI] dMP[*'C]
TRODAT-1[*"Tc] B-CFT[*C/*®F]
FP-CIT[*®F]
RTI-32[*C]

(29, 36, 48, 74-75)

Atualmente, entre as técnicas de imagem, o SPECT é o mais disponivel e utilizado com
mais frequéncia nos servicos de medicina nuclear para confirmar ou excluir o
comprometimento de neurdnios dopaminérgicos nigroestriatais em individuos com suspeita

de DP e também para a pesquisa /*"®.

Os radiofarmacos marcados com iodo radioativo (‘1) sdo considerados agentes
diagnosticos adequados para imagens SPECT do TDA. Esses radiofarmacos sdo, em sua
maioria, derivados tropanos e podem ser divididos de acordo com a estrutura que irdo se ligar
em: (a) recaptadores de dopamina (TDA), (b) receptores de dopamina (p0s-sinapticos) e (c)

receptores de DA extraestriatais ('*%%).

Os radiofarmacos que se ligam ao TDA sdo o beta-CIT[**[], FP-B-CIT[*?I], IPT[*?1],
altropano[**®1], PB-PE2I[*®1] e iodospiperona[**l]; os que se ligam aos receptores
dopaminérgicos sdo iodobenzamida marcada com iodo-123 (IBZM[*?1]) e, por fim, aqueles
que se ligam aos receptores DA extraestriatais sdo iodolisurida['?’l], IBF['®I] e

123|] (79-84)

epideprida[

Entre os radiofarmacos descritos, o beta-CIT marcado com iodo radioativo apresenta a

maior taxa de captacdo no estriado, sendo objeto deste estudo.
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1.5.3 Beta-CIT[ 1]

Trata-se de um derivado tropano, conhecido como 2B-carbometoxi-3a-(4-iodofenil)
tropano (beta-CIT['1]) utilizado desde a década de 90 (Fig. 3). O beta-CIT radiomarcado com
iodo-123 foi o primeiro radiofarmaco de sucesso para imagem do TDA por SPECT &, Esse
fato se deve a sua alta afinidade pelos TDAs (Kd = 0,2 nmol'L™; 1Cso= 0,6 nmol'L™?), assim
como pelos transportadores de serotonina (5-HT), além de apresentar uma cinética de

distribuicéo lenta “* %,

FIGURA 3. Estrutura quimica do beta-CIT marcado com iodo radioativo (adaptado de *).

Sua alta afinidade de ligacdo aos TDAs tanto do estriado quanto do putamen fornece uma
sensibilidade de 98,9% e uma especificidade de 80,5% para o diagndstico da DP, o que leva a

uma correlaco entre a reducéo de captagdo do beta-CIT[ 1] e a gravidade da DP 7.

A aplicacio clinica do beta-CIT[ 1] por imagem SPECT tem-se mostrado relevante, em
razdo de sua cinética de ligacdo especifica e da alta taxa de captacdo estriatal:cerebelar,
permitindo quantificar alteracbes na densidade de TDA “3) Essa quantificacdo é importante
para monitorar a DP, assim como avaliar a eficacia de tratamentos neuroprotetores ©®.

1231

Outros radiofarmacos TDA SPECT foram desenvolvidos, como o FP-CIT[*"] e o

altropano[*?I] para terem uma cinética de biodistribuicdo mais rapida do que o beta-CIT[**[],
o0 qual atinge o equilibrio apds 24 horas da sua administracdo intravenosa. Entretanto, esses
radiofarmacos apresentam baixa taxa de captacéo estriatal:cerebelar levando a um maior ruido

de fundo nao especifico “3 8289

Outro radiofarmaco é o TRODAT-1[*"Tc], que apesar da facilidade de obtencdo do

%¥MT¢ por gerador de molibdénio-99/tecnécio-99 metaestavel (**Mo/*™Tc), apresenta menor
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sinal estriatal especifico do que os radiomarcados com iodo-123. Como consequéncia, pode

tornar-se dificil visualizar perdas sutis de TDA nos casos de DP precoce “3 %9,

1.6 Radiomarcacgédo de TDA-SPECT com iodo radioativo

Quando se trata de processos de conjugacdo de um radionuclideo a moléculas, também
denominada radiomarcacdo, varias sao as estratégias a serem aplicadas e tudo dependera de
qual radionuclideo sera escolhido e da estrutura quimica da molécula de interesse ©%.

123), 1241 125 ¢ 131)) 3 uma molécula, sdo descritas na

Para a marcagdo do iodo radioativo (
literatura reacdes de oxidagdo com diferentes agentes oxidantes, através de substituicBes
eletrofilica ou nucleofilica e trocas isotdpicas que poderdo ser dependentes ou ndo de
temperatura associada ao processo ®*%. Em todos esses métodos, o iodo radioativo encontra-

se ligado a um anel aromatico, preferencialmente ©%.

A radioiodinacdo do beta-CIT foi realizada pelo método de substituicdo eletrofilica,
também conhecido como reacdo de iododestanilagio de um precursor estanilado
(trimetilestanil-B-CIT (TMS-B-CIT)) com Nal[**!]] na presenca de agentes oxidantes
(cloramina T e lodo-Gen®). A escolha desse método se deve a estereosseletividade que
proporciona a ligacdo do iodo radioativo na posi¢do orto do anel aromatico presente na
estrutura quimica do beta-CIT (Fig. 4) .

H,C CH,
\N o\ ,
(@)
ot
131
H

FIGURA 4. Estrutura quimica do radiofarmaco beta-CIT[**!1] (adaptado de *').
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1.6.1 Radioiodinacao por substituicdo eletrofilica

A radioiodinacdo é um método muito utilizado para a marcacdo de compostos de
interesse médico e bioldgico, além de ser realizada de forma rapida e em condi¢do de reacao

controlada ©% % %)

. Nesse processo, o estado de oxidacdo do iodo radioativo governa a
radiomarcacdo das moléculas. Além disso, a escolha da faixa de pH, a temperatura e o tempo
de reacdo determinado pelo agente oxidante escolhido sdo de suma importancia para o

sucesso do processo ©2.

O iodo radioativo se liga fortemente a varias moléculas quando se encontra na forma
oxidada e ndo na forma reduzida. Ele esta disponivel como solugdo de Nal[ 1] e o iodeto (‘1)
é oxidado para ‘1" pela presenca de agentes oxidantes. O iodo molecular livre ('1,) apresenta a

estrutura de “I*-"I" em solucéo aquosa ©% %),

A espécie eletrofilica (‘1) ndo existe na forma livre, mas formando complexos com a
4gua (espécie nucleofilica), as quais sdo: o fon ioddnio hidratado (H,O'1") e o A&cido
hipoidrico (HO1) e acredita-se que essas espécies eletrofilicas sejam altamente reativas. Na
radioiodinagdo, o H,O'I" substitui eletrofilicamente um atomo de hidrogénio ou o grupo

estanil ligado ao anel aromético da molécula &9,

A radioiodinacdo de estanil precursores por substituicao eletrofilica, como o TMS-B-CIT,
é interessante em funcdo da ligacdo carbono-metal ter uma energia de ligacdo mais baixa do
que a de carbono-hidrogénio, sendo mais facil a substituicdo do grupamento estanil (por

exemplo, Sn(CHs)s) por um atomo de iodo radioativo (Fig. 5) ©> .

*

R R
onde X = H, Sn(CH,),, HgCl, THOCOCF,), Si(CH,),

FIGURA 5. Esquema simplificado da radioiodinagao por substituicdo eletrofilica (adaptado de

96).
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1.7 Agentes oxidantes

Agentes oxidantes sdo utilizados em reagdes de radioiodinacdo de varias moléculas. Eles
sdo escolhidos de acordo com o tipo de reacdo pretendida e quanto a estabilidade do composto

que sera radiomarcado.

Véarios sdo os agentes oxidantes utilizados no processo de radioiodinagdo, como a
cloramina T (CT), o lodo-Gen® (IG), variacdes de estado sélido: tubos com lodo-Gen® pré-
fixado, lodo-Beads® ou Enzymobeads®, lactoperoxidase e &cido peracético. Os mais
comumente utilizados sdo o acido peracético e os compostos N-cloro, como a cloramina T e 0
lodo-Gen® em temperatura ambiente ©®® %9, Sua funcéo é converter o anion iodeto (‘1) na

espécie reativa ('1*) para a radiomarcacéo das moléculas com iodo radioativo (8)

No presente estudo, ser avaliada a acdo dos agentes oxidantes, cloramina T e lodo-Gen®,

na radiomarcacao do beta-CIT.
1.7.1 Cloramina T

A cloramina T (Fig. 6) é um sal sddico de n-monocloro-p-toluenosulfonamida e tem sido
usada desde 1962 % 100)

ﬁ Cl
S—N_
|l Na*

H,C

O

FIGURA 6. Estrutura quimica da cloramina T (sal sdédico de N-monocloro-p-

toluenosulfonamida) (desenhado de *™).

Por se tratar de um agente oxidante forte, somente poucos miligramas sdo requeridos,
além de um tempo curto de reacdo, uma vez que tempos maiores favorecem a cloracdo de
anéis aromaticos ©* % % 101103 " A cloramina T é soltvel em solugdes aquosas, na qual se

decompde em &cido hipocloroso (HOCI) (6 98 104-109),
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A radioiodinagdo utilizando a CT possibilita a obtencdo de radiofarmacos com alta

atividade especifica e com eficiéncia de radiomarcacdo, geralmente acima de 90% ©> %100 ¢

quando na forma de lodo-beads®, a eficiéncia se aproxima de 99% ©2.

Para evitar danos a molécula, a reacdo com CT precisa ser interrompida pela adi¢do de

um agente redutor, como o metabissulfito de sddio (Na;S;0s) ou o hidroxido de sddio

(NaOH) para que a CT seja inativada ©?.

1.7.2 lodo-Gen®

O lodo-Gen® (Fig. 7) é conhecido quimicamente como 1,3,4,6-tetracloro-3a,6a-difenil-

glicouril e foi descrito pela primeira vez por Fraker et al (o),

FIGURA 7. Estrutura quimica do lodo-Gen® (1,3,4,6-tetracloro-3a,60-difenilglicouril)

(desenhado de *®).

Por ser um agente oxidante moderado, requer um periodo mais longo de reacdo, além de
ser insolGvel em condicdes aquosas 0 20429619 pevido as suas caracteristicas possibilita a

obtenco de radiofarmacos com eficiéncia de radiomarcagio na ordem de 70% a 80% ©2.

O IG quando solubilizado em etanol, assim como a CT em agua, decompdem-se em
acido hipocloroso (HOCI). Para se evitar danos a molécula, a reagdo com IG necessita ser
interrompida pela adicdo de um agente redutor ou pelo aumento do pH utilizando-se o NaOH

para que possa ser inativado ©9.

Com o intuito de se avaliar e comparar a eficiéncia do processo de radiomarcacdo do

radiofarmaco beta-CIT com iodo-131, bem como, padronizar as melhores condi¢Bes do
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processo de radiomarcacdo, na presenca dos agentes oxidantes cloramina T e lodo-Gen®, o
presente estudo foi desenvolvido a fim de se obter o produto com elevado rendimento de
marcacdo e pureza radioquimica. Além disso, todas as reacdes de radiomarcacdo foram
avaliadas por meio de controle de qualidade do processo e da estabilidade do produto

radiomarcado.

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Comparar a eficiéncia de radiomarcacao do beta-CIT com iodo 131, usando cloramina T

e lodo-Gen® como agentes oxidantes, bem como avaliar a estabilidade do composto final.

2.2 Especificos

» Otimizar a radiomarcacdo do beta-CIT com iodo-131, usando cloramina T como

agente oxidante;

> Otimizar a radiomarcagéo do beta-CIT com iodo-131, usando lodo-Gen® como agente

oxidante;

» Avaliar a eficiéncia de ambos os processos de radiomarcacdo (pureza radioguimica)
por meio de cromatografia ascendente e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE);

> Comparar a estabilidade do beta-CIT[**I] de ambos 0s processos de radiomarcacéo &
temperatura ambiente e sob refrigeracdo (2-8 °C) por cromatografia ascendente e
CLAE;

> Comparar a estabilidade do beta-CIT[**!I] de ambos os processos de radiomarcagdo
em soro por cromatografia ascendente e CLAE;

» Determinar o coeficiente de particio (P) do beta-CIT[**I] ap6s os processos de

radiomarcacao;
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> Determinar a ligacdo do beta-CIT[**[] as proteinas séricas ap6s os dois processos de

radiomarcacao.

3 MATERIAIS

Bastéo de vidro;

Blindagens de chumbo;

Coluna Sep-Pak® C1g (Waters);

Cubas cromatogréficas;

Espatula de aluminio;

Filtro de seringa 0,22um de poro (Merck Millipore);
Frascos de reagdo;

Papel cromatografico Whatman® 3MM (Sigma-Aldrich);
Fita cromatografica de silica gel 60 em base de aluminio F,s4 (TLC-SG (Al)) (Merck);
Papel de pesagem;

Papel indicador de pH 0-14 (Merck);

Pincas;

Pipetas automaticas e ponteira (Eppendorf® plus);
Seringasde 1 mL, 3mL,5mL e 10 mL;

Tesoura;

Racks e tubos.

3.1 Reagentes

O precursor trimetilestanil-B-CIT (TMS-B-CIT) foi adquirido da ABX Advanced

Biochemical Compounds GmbH (Radeberg, Alemanha).
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Os reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico e grau HPLC e de procedéncia
Merck e Sigma-Aldrich.

Acido cloridrico 37%;

Acido fosforico 85%;

Acetonitrila;

Cloramina T trihidratada;

Cloreto de sédio 0,9%;

Etanol absoluto;

Hidroxido de sédio;

lodo-Gen® (1, 3, 4, 6-tetracloro-3a-6p-difenilglicouril);
Metanol;

1-octanol;

Acido trifluoroacético;

Acido tricloroacético;

Soro albumina humana 20% (Grifols®);

O radionuclideo iodo-131 livre de carreador foi fornecido pelo IPEN-CNEN/SP na forma

de solucdo de iodeto de sodio-"*'I (Nal[**1]).

3.2 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 segurancga bioldgica (classe 11 A2) com fluxo laminar (MR proteces);
Capela quimica com exaustdo (lbram);

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

Contador gama automatico Wizard’3 2480 (PerkinElmer);
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Estufa 515 (Fanem);

UHPLC Infinity 11 1290 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), equipado com
detector UV-visivel, injetor automatico, forno de coluna e sistema de dados Open Lab
ECM (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) acoplado a radiocromatografo
(Eckert& Ziegler, Alemanha);

Coluna analitica de fase reversa Phenomenex Kinetex® C1g (100 mm x 3 mm; 2,6 pm);
Peagametro Seven Easy (Mettler Toledo, Suica);

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

4 METODOS

4.1 Radioiodinacéo eletrofilica do beta-CIT com iodo-131

A radioiodinagdo eletrofilica do beta-CIT com iodo-131 inicia com o precursor TMS-f-
CIT e com a utilizacdo dos agentes oxidantes cloramina T e/ou lodo-Gen®. Modificaces no
processo de radioiodinacdo foram propostas neste estudo objetivando alcancar valores de

rendimento de radiomarcacdo e pureza radioquimica (PRQ) satisfatdrios %110,

4.1.1 Método da cloramina T

Utilizando o método da cloramina T, foram avaliados o rendimento e pureza
radioquimica do radiofd&rmaco apds a utilizagdo dos seguintes pardmetros de marcacéo:
quantidades de massa do precursor e da CT, volumes da solucdo de Nal[**!1] e do NaOH,

tempo de reacdo e pH de reacdo (Tab. 3).
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TABELA 3. Variag0es nos parametros de radiomarcagéo do beta-CIT com iodo-131 pelo

método da cloramina T.

Parametros de radiomarcacéo Variacdo 1 Variacao 2 Variacéo 3
Precursor (TMS-B-CIT) 25 ug 50 ug 60 ug
Atividade de Nal[**1] 100 — 200 uCi 200 — 400 pCi 400 — 600 pCi

Cloramina T* 5uL 10 uL 10 puL
HC1 0,1 molL* 4 L 4 uL 4L
Tempo de reagéo 1,5 min 3,0 min 5,0 min

pH de reacéo 20-25 3,0-35 40-45
NaOH 0,01 mol-L? 10 pL 20 UL 20 uL
pH final obtido 3,0-4,0 6,0-6,5 70-75

*A massa de CT na variacdo 1 foi de 0,75 mg, enquanto nas variacdes 2 e 3 foi de 1,5mg; HCI (&cido

cloridrico); uCi (micro Curie).

Apo6s a definicdo dos melhores parametros de radiomarcacdo para se obter altos
rendimentos e pureza radioquimica, o processo de radiomarcacdo foi realizado utilizando as

seguintes condicdes:

Em um frasco de reagdo contendo o TMS-B-CIT (0,12 pumol diluido em 50 pL de etanol
(EtOH) foi adicionado uma solucdo de Nal[**!l] com atividade variando de 200 a 400 pCi
(74 MBg a 14,8 MBq). Em seguida, 10 pL da solucdo de CT recém-preparada na
concentracdo de 1,5 mgmL™ e 4 puL de HCI 0,1 molL™ foram adicionados. A mistura
reacional apresentando pH de 3,0 a 3,5 foi mantida por 3 minutos a temperatura ambiente e
finalizada com a adigdo de 40 uL de NaOH 0,01 mol'L™* e pH final de 6,0 a 6,5.

4.1.2 Método do lodo-Gen®

No método do lodo-Gen®, as seguintes variagdes foram avaliadas: volume da solucéo de
Nal[**'1], do agente oxidante, do acido fosférico (HsPO4) e do NaOH, tempo e pH de reacéo.
Entretanto, a massa do precursor nao foi modificada, uma vez que a radiomarcacdo com a CT

demonstrou que a melhor massa foi de 50 pg (Tab. 4).



21

TABELA 4. Variag0es nos parametros de radiomarcacgdo do beta-CIT com iodo-131 pelo

método do lodo-Gen®.

Parametros de radiomarcacao Variacao 1 Variacao 2
Precursor (TMS-B-CIT) 50 ug 50 ug
Atividade de Nal[**] 1,0-1,2 mCi 2,0—3,0 mCi
lodo-Gen® 37,5 uL 75 uL
HsPO, 0,1 mol'L™ 75 uL 150 pL
Tempo de reagdo 15 min 30 min
pH de reacéo 3,0-35 3,0
NaOH 0,1 mol'L* 20 pL 40 pL
pH final obtido 6,0-6,5 6,0
mCi (mili Curie).

Dentre as variacOes avaliadas, os parametros finais com maior rendimento e pureza

radioquimica foi o descrito a seguir:

Em um frasco de reacdo contendo o TMS-B-CIT (0,12 umol diluido em 50 pL de EtOH)
foi adicionado uma solucdo de Nal[**'I] com atividade variando de 1,0 a 1,2 mCi (37 MBq a
44,4 MBq). Em seguida, 37,5 pL da solucédo de IG recém-preparada e filtrada na concentragdo
de 6,2 mgmL™ e 75 pL de HsPO, 0,1 molL™* foram adicionados. A mistura de reacdo
apresentando pH de 3,0 a 3,5 foi mantida por 15 minutos a temperatura ambiente e finalizada
com a adic&o de 20 pL de NaOH 0,1 mol'L-* e pH final de 6,0 a 6,5.

4.2 Purificacao

Em preparacGes radiofarmacéuticas, a presenca de impurezas radioquimicas contribui
para a maior exposi¢do do paciente a radiacdo. Por isso, a etapa de purificacdo é importante

para alcancar radiofarmacos com alta pureza radioquimica V.

Para se obter sucesso no processo de purificagdo, é necessario o conhecimento acerca das
propriedades fisicas, como polaridade do radiofarmaco de interesse, considerando desde as

caracteristicas estruturais até a suscetibilidade a diferentes condicdes V.
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Os métodos de purificagdo de radiofarmacos, em sua maioria, se baseiam nas extracdes
em fase sélida (EFS) e liquido-liquido, bem como por métodos cromatograficos de excluséo,

liquida de alta eficiéncia e por troca ionica ©V.

4.2.1 Purificacdo por extracdo em fase solida

O produto final, beta-CIT[**!1], apés o processo de radiomarcagéo tanto pelo método da

CT quanto do IG foi purificado utilizando a técnica de EFS com a coluna Sep-Pak® Cis.

A coluna Sep-Pak® Cys foi inicialmente condicionada com 10 mL de EtOH e de cloreto
de sodio (NaCl) 0,9%, respectivamente. ApOs testes na variagdo do volume de
condicionamento, a coluna foi previamente condicionada com 5 mL de cada eluente na ordem

descrita acima.

Para a eluicdo da fracdo correspondente ao beta-CIT[**!I] foram avaliados dois eluentes:
a mistura HsPO, 0,1 mol'L™*: EtOH (1:1) e 0 EtOH nos volumes de 5 mL e 2 mL; e, para a
eluicdo da fragdo correspondente ao iodo-131 foi avaliado o NaCl 0,9% nos volumes de 10
mLe 5 mL.

Os eluentes que apresentaram melhor extracdo para as fragdes do beta-CIT[**!1] e do
iodo-131 foram o EtOH no volume de 2 mL e o NaCl 0,9% no volume de 5 mL,

respectivamente.

O processo de EFS foi realizado passando a solucdo do beta-CIT[**!I] pela coluna. Em
seguida, 5 mL de NaCl 0,9% foi eluido para remogéo do iodo-131 e 2 mL de EtOH para eluir

o beta-CIT[**1] da coluna.

Cada uma das fracOes eluidas, assim como a coluna tiveram suas atividades mensuradas
em calibrador de doses. A fracdo etandlica foi posteriormente avaliada por cromatografia em
camada delgada (CCD) e por cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (CLAE-
FR).

O caélculo da PRQ (%) foi determinado pela equacéo 1.

fragio etanoélica (uCi)

PRQ (%) =

x 100 [1].

fracoes (etandlica e salina) +coluna (uCi)



23

4.3 Controle de qualidade

O controle de qualidade (CQ) de radiofarmacos envolve uma série de medidas e
processos que garantem a qualidade do produto final, fornecendo seguranga para a

administragdo em humanos *#*19).

O CQ se classifica em dois subgrupos: o controle fisico-quimico, o qual abrange as
caracteristicas fisicas, pH, pureza radionuclidica, pureza quimica e radioquimica e o controle
bioldgico, que engloba a estabilidade in vitro e in vivo, distribuicdo bioldgica, esterilidade,
apirogenicidade e toxicidade. Cada um desses controles utiliza um método especifico para a

sua determinagdo ©2112)

O principal método empregado € a cromatografia, a qual se baseia na separacdo por
migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido as diferentes

interacOes entre a fase movel, a fase estacionaria e a amostra (L14)

A cromatografia pode ser dividida em dois tipos, de acordo com as fases estacionarias

empregadas, em cromatografia planar e CLAE.

A cromatografia planar do tipo ascendente utiliza a migragdo da fase movel por
capilaridade através de uma fase estacionaria, a qual pode ser constituida por um papel
cromatografico ou por uma placa de silica gel em base de aluminio e/ou impregnada em fibra
de vidro, também conhecida como CCD. Sua importancia esta na aplicabilidade dentro dos
servigos de medicina nuclear com resultados confiaveis e reprodutiveis, além do baixo custo

de aplicacéo .

A CLAE, por sua vez, utiliza altas pressdes para carregar a fase movel através das
particulas empacotadas da fase estaciondria em uma coluna cromatografica, permitindo a
separacdo dos componentes de uma mistura por diferencas sutis de hidrofobicidade ©* %,
Sua importancia estd na alta capacidade de identificacdo, quantificacdo e separacdo do
radiofarmaco de outras impurezas radioquimicas presentes na mistura reacional ap6s o

processo de radiomarcagdo ©.
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4.3.1 Cromatografia ascendente

Para o controle de qualidade por cromatografia ascendente, as fases estacionarias (FE):
papel cromatografico Whatman® 3MM (W3MM) e a placa de silica gel em base de aluminio
(TLC-SG (Al)); e as fases moveis (FM): metanol 70% e 95%, acetonitrila 60% e 95% foram
avaliadas para determinar os fatores de retencdo (R — retention factor) do beta-CIT[**!1] e do
iodo-131 (Tab. 5). Além de determinar o sistema que apresenta a melhor resolucao

cromatografica.

TABELA 5. Fatores de retencdo do beta-CIT[**!1] e do iodo-131 avaliados por diferentes

sistemas cromatogréaficos.

Fase estacionaria Fase movel R¢ beta-CIT["1] R¢iodo-131
W3MM MeOH 70% 0,9 0,9
W3MM MeOH 85% 0,9 0,8
W3MM MeOH 95% 0,9 0,8

TLC-SG (Al ACN 60% 0,8 1,0
TLC-SG (Al) ACN 95% 0,1-0,3 1,0

Acetonitrila (ACN) e metanol (MeOH).

O sistema cromatografico mais adequado para as anélises de PRQ do beta-CIT[**1] foi
constituido da FE, TLC-SG (Al) de 12 cm de comprimento por 1,5 cm de largura com a FM,
ACN 95%.

O desenvolvimento cromatografico foi realizado com a semeadura de uma aliquota de 1,5
uL do beta-CIT[**], assim como da solucéo de Nal[**!1] na origem da fita cromatografica (a
1,5 cm da base). A fita foi colocada em cuba cromatografica saturada com a FM. Ao final do
desenvolvimento cromatogréafico, a fita foi seca em estufa e a radioatividade determinada pelo

equipamento radio-TLC imaging scanner. O R; do beta-CIT[**!1] e do iodo-131 foram

determinados.
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4.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa

O controle de qualidade por CLAE-FR foi realizado para determinar os tempos de
retencdo (R; — retention time) do beta-CIT[**!I] e do iodo-131, além de avaliar a PRQ do
produto radiomarcado.

A CLAE-FR foi realizada no UHPLC Infinity 11 1290, equipado com detector UV-visivel,
injetor automatico, forno de coluna e sistema de dados Open Lab ECM e acoplado a detector

de radiacao.

Para a analise foi utilizada a coluna analitica de fase reversa Phenomenex Kinetex® Cyg
(100 mm x 3 mm; 2,6 um) mantida a 30 °C. A fase movel A foi constituida de acido
trifluoroacético (TFA) 0,1% em &gua deionizada e a fase mével B, de TFA 0,1% em MeOH.
O gradiente da fase B foi: 10% (0,0 — 1,0 min); 10 -90% (1,0 — 8,0 min); 90% (8,0 — 10,5
min); e 90 — 10% (10,5 — 12,0 min). O fluxo foi de 0,8 mL'min™ e 0 comprimento de onda (1)
no UV-vis de 284 nm.

4.4 Estudo de estabilidade in vitro

E preconizado que a estabilidade in vitro de radiofarmacos deve ser avaliada em solugo
em diferentes condicbes de armazenamento e no soro para garantir a integridade do

radiofarmaco antes da aplicacdo em humanos 7).

4.4.1 Avaliagdo da estabilidade do beta-CIT[***I] em solucéo

A estabilidade do beta-CIT[**I] purificado em solucéo foi avaliada sob duas condicdes
de armazenamento, a temperatura ambiente e sob refrigeracao (2-8 °C). Os tempos avaliados

foram de 0,5, 1, 2, 24, 48 e 72 horas apds a radiomarcacéo.

A andlise da estabilidade foi realizada por CCD semeando-se uma aliquota de 1,5 puL do
beta-CIT[**I] na origem (a 1,5 cm da base) da fita de TLC-SG (Al) e colocada em cuba

cromatografica saturada com ACN 95%. Ao final do desenvolvimento cromatografico, a fita
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de TLC-SG (Al) foi seca em estufa e a radioatividade foi determinada com radio-TLC

imaging scanner para avaliacao do valor de % obtido no R¢ correspondente ao produto final.

4.4.2 Avaliagdo da estabilidade do beta-CIT[**I] em soro

A estabilidade do beta-CIT[***1] em soro albumina a 37 °C foi avaliada nos tempos de 1,

2 e 24 horas de incubacéo sob leve agitacdo (500 rpm) em ThermoShaker TS-100C.

A analise da estabilidade foi realizada por CCD, semeando-se uma aliquota do beta-
CIT[*"1] na origem (a 1,5 cm da base) da fita de TLC-SG (Al) e colocada em cuba
cromatogréafica saturada com ACN 95%. Ao final do desenvolvimento cromatogréfico, a fita
de TLC-SG (Al) foi seca em estufa e a radioatividade foi determinada em radio-TLC imaging

scanner para avaliacao do valor de % obtido no R correspondente ao produto final.

4.5 Determinacéo do coeficiente de particdo do beta-CIT[**1]

No desenvolvimento de radiofarmacos, em especial, daqueles para o diagnéstico de
doengas neurodegenerativas ha a necessidade de se predizer a solubilidade do composto e a
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica. Essas caracteristicas podem ser
estimadas utilizando-se métodos para definir a lipoficilidade do complexo em um estagio pré-
clinico 8119,

O coeficiente de particdo (P) do beta-CIT[**I] foi avaliado em uma mistura de 1-octanol
e NaCl 0,9% (1:1). Uma aliquota de 50 pL do beta-CIT[**1] purificado de cada método de
radiomarcacdo (CT e IG) foi adicionado a tubos conicos contendo a mistura acima descrita e
agitado em vortex Genius 3 durante um minuto. Em seguida, a mistura final foi centrifugada a
3500 rpm por 3 min em centrifuga Minispin® plus e mantida em repouso por 15 min para
completa separacdo de fases. Foram coletadas aliquotas de 100 uL das fases organica e
aquosa e suas atividades mensuradas em contador gama automatico Wizard2™ 3" 2480).

O valor de P para cada método de radiomarcacdo foi determinado pelo calculo do

logaritmo da razdo entre as fases organica e aquosa (equacao 2).
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. fase organica (cpm)
P=lo [ fase aquosa (cpm) ] [2]

4.6 Determinacdo da ligacdo do beta-CIT[**!1] as proteinas séricas

A ligacdo de radiofd&rmacos as proteinas séricas € de extrema relevancia para a
determinacdo da atividade, distribuicdo, taxa de excrecdo e metabolismo desses agentes no

organismo @29,

A ligacdo as proteinas séricas (LPS) do beta-CIT[**!I] foi avaliada adicionando-se uma
aliquota de 25 pL do produto final purificado obtido em cada método de radiomarcacéo a 475
uL de soro albumina, incubado a 37 °C sob suave agitacdo por 30 min. Apds incubacdo, as
proteinas séricas foram precipitadas com 500 pL de acido tricloroacético (TCA) 10% e os
precipitados centrifugados a 3500 rpm por 10 min em centrifuga Minispin® plus. Os

sobrenadantes foram coletados e o procedimento com TCA 10% foi repetido trés vezes.

As atividades dos pellets e dos sobrenadantes foram mensuradas em contador gama
automatico Wizard2™ 3 2480.

O valor de LPS (%) para cada método de radiomarcacédo foi determinado pela equacéo 3.

pellet (cpm)
pellet+sobrenadante) (cpm)

LPS (%) = x 100 [3].

5 RESULTADOS

Os resultados apresentados foram inseridos do artigo “Comparative Study of Two
Oxidizing Agents, Chloramine T and lodo-Gen®, for the Radiolabeling of f-CIT with lodine-

131: Relevance for Parkinson’s Disease” publicado na Revista Pharmaceuticals.
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Abstract: Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disease characterized by the loss of
dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta, leading to alteration of the integrity of
dopaminergic transporters (DATs). In recent years, some radiopharmaceuticals have been used in
the clinic to evaluate the integrity of DATs. These include tropane derivatives such as radiolabeled
B-CIT and FP-CIT with iodine-123 (IBI}, and TRODAT-1 with metastable technetium-99 (*™Tc).
Radiolabeling of 3-CIT with radioactive iodine is based on electrophilic radiciodination using
oxidizing agents, such as Chloramine T or lodo-Gen®™. For the first time, the present work performed
a comparative study of the radiolabeling of B-CIT with iodine-131 (131, using either Chloramine T or
Iodo-Gen® as Dxidizi.ng agents, in order to impro\-'e the radiolabeling process of B-CIT and to choose
the most advantageous oxidizing agent to be used in nuclear medicine. Both radiolabeling methods
were similar and resulted in high radiochemical yield (> 95%), with suitable B -CIT stability up to
72 h. Although Chloramine T is a strong oxidizing agent, it was as effective as lodo-Gen” for B-CIT
radiolabeling with 1311, with the advantage of briefer reaction time and solubility in aqueous medium.

Keywords: Chloramine T; electrophilic radiciodination; iodine-131; Ioclo—Gen@; oxidizing agent;
B-CIT.

1. Introduction

Dopamine transporters (DATs) are transmembrane proteins present on the presynaptic membrane
of dopaminergic neurons, playing an important role in the regulation of intensity and duration of
dopaminergic transmission [1,2].

The pathophysiology of Parkinson’s disease (PD) is characterized by progressive loss of
dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta (SNpc), leading to a denervation of
the nigrostriatal tract that emits its terminal projections to the putamen and caudate nucleus with
significant reduction of dopamine and, consequently, loss of DAT integrity [3-5].

Since it is a chronic and progressive disease, it is very important to perform an early diagnosis
based on clinical evaluation then confirmed by imaging techniques. The clinical relevance of DAT

Pharmaceuticals 2019, 12, 25; doi:10.3390/ ph12010025 www.mdpicom/joumnal/ pharmaceuticals
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integrity evaluation by diagnostic imaging techniques, such as single photon emission computed
tomography (SPECT) and positron emission tomography (PET), are based on the differentiation
between degenerative parkinsonism and other conditions not associated with dopamine loss,
such as essential tremor, drug-induced parkinsonism, vascular parkinsonism, and psychogenic
parkinsonism [6,7].

DAT-SPECT radiopharmaceuticals available for clinical use are all tropane derivatives:
(i) PB-CIT (2p-carbomethoxy-3p-(4-iodophenyljtropane} and FP-CIT (N-3-fluoropropyl-
2p-carbomethoxy-3p-(4-iodophenyljnortropane) radiolabeled with iodine-123
{1231).; (11) TRODAT-1 ([2-[[2-[[[3-(4chlorophenyl}-8-methyl-8-azabicyclo[3.2
0.1]oct-2-y1Jmethyl]}(2-mercaptoethyl)amino]ethyllamino]ethanethiolato(3-}-N2,N2',52,52 Joxo-[1R- (exo-
exo)]) radiolabeled with metastable technetium-99 (**™Tc) [6,8,9].

B-CIT is a molecule that has been studied since the 90s [10]. Due to its binding affinity
to presynaptic DATs, radioisotope-labeled (3-CIT can differentiate PD from essential tremor with
a sensibility of 95% and a specificity of 93% [3]. The proposed mechanism of 3-CIT interaction with
presynaptic DATs involves electrostatic interactions or hydrogen bonds [11]. In nuclear medicine,
IB3LA-CITis a diagnostic agent for SPECT imaging used both in the initial phase (in individuals with
uncertain diagnosis) and in the follow-up of PD [12].

The radiolabeling of molecules, including B-CIT, with radioactive iodine (121, 1241, 125]
or 131 I} is frequently based on electrophilic aromatic substitution using several oxidizing
agents such as Chloramine T (N-chloro-p-toluenesulfonamide sodium salt), lodo-Gen™
(1,34,6-tetrachloro-3a,6-diphenylglycouril), lactoperoxidase, and the solid-state variants as
pre-coated lodo-Gen™ tubes, Indo—BeadsQ, or Enzymobeads'@. The most commonly used are
Chloramine T and lodo-Gen”, at room temperature [13-16].

Chloramine T has been used since 1962 [17]. It is a strong oxidizing agent, demanding
shorter reaction periods, and is soluble in aqueous solutions [15,18]. On the other hand, lodo-Gen®
is a moderate oxidizing agent, requiring longer reaction times, and is insoluble under aqueous
conditions [19,20].

To the best of our knowledge, until now there have been no comparative studies between these
two oxidizing agents in 3-CIT radiolabeling with radioactive iodine. Therefore, the present study aims
to evaluate the electrophilic radiciodination of 3-CIT with iodine-131 (1311), due to its 8.04 d half-life,
using either Chloramine T trihydrate or lodo-Gen®, in order to compare the radiolabeling efficiency
and compound stability.

The importance of this work is based on the improvement of the radiolabeling process of B-CIT
with radicactive iodine through the choice of the most advantageous oxidizing agent. This study
may result in high quality radiopharmaceuticals labeled with 1231 for use in nuclear medicine and,

consequently, higher quality SPECT images of the DATs.

2. Results and Discussion

The electrophilic radiciodination of B-CIT, using the precursor trimethylstannyl-3-CIT
(TMS-3-CIT), was performed using either Chloramine T or Todo-Gen® as an oxidizing agent (Figure 1).
The final product, I31.B-CIT, was purified by solid-phase extraction (SPE) using S-ep—l’-‘alg@J Cis.
Radiochemical purity was evaluated by both ascendant chromatography and reversed phase-high
performance liquid chromatography (RP-HPLC).

Ascendant chromatography was performed on thin-layer chromatography on silica gel (TLC-5G;
Al) strips using 95% acetonitrile (ACN) as an eluent (Figure 2). Results are summarized in Table 1.
In this chromatographic system, Nal*! migrates with the solvent front (R; = 0.9—1.0) and 131 I-B-CIT
remains in the origin (Ry = 0.1-0.3). Radiochemical yield was over 95% for both radiolabeling methods.
SPE purification did not significantly improve the radiochemical purity; however, this procedure is
recommended in order to remove iodate ions (I0; ™), which are not detected by this chromatographic
system. In general, radiopharmaceuticals must present high radiochemical purity level (>90%).

29
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Therefore, this comparative study showed that both radiolabeling procedures, using either Chloramine
T or Iodo-Gen® as an oxidizing agent, yielded 131 I-3-CIT with suitable radiochemical features, and
that no significant differences were observed between radiolabeling methods (Table 1).

HaC CHy

Sn(CH,); 4 Na"'l ——————==

TMS-B-CIT LB-CIT
Figure 1. Simplified scheme of the electrophilic radiciodination of p-CIT.
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Figure 2. TLC-chromatograms: (A) "' I-3-CIT (R; = 0.1-0.3) and (B) Na'*'I (R; = 0.9-1.0).

Table 1. Radiolabeling yield and radiochemical purity of *'I--CIT.

Radiolabeling

Oxidizing Agents Yield Radiochemical Purity
Chloramine T 97.40 +1.17 08.48 4+ 0.63
lodo-Gen® 97.81 + 0.99 98.24 + 076

Values are expressed as mean = 5D (n = 9). No significant differences were observed for 131 I-p-CIT obtained by
both radiolabeling methods (p > 0.05).

The radiochemical purity of 1311 B-CIT was also evaluated by RP-HPLC analysis (Figure 3) in
order to confirm ascendant chromatographic data. The unlabeled precursor TMS-B-CIT was analyzed
and presented a retention time (RT) of 6.68 min (Figure 3A). Free Na!3!'I was also evaluated, showing
a different chromatographic profile (RT = 1.16 min) when compared to unlabeled precursor TMS-p-CIT
(Figure 3B). The final product, 13'I—|3—CIT, obtained by both radiolabeling methods, using either

Chloramine T or lodo-Gen® as an oxidizing agent, showed high radiochemical purity (Figure 3C,D).

Therefore, RP-HPLC analyses were in accordance with TLC-5G data, confirming that both radiclabeling
methods yield 131 I-3-CIT with high radiochemical purity and similar chromatographic profiles.
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Figure 3. RP-HPLC chromatograms of (A) unlabeled precursor TMS-f-CIT, (B) Na131], and (C, D)
1311-p-CIT obtained by both radiolabeling methods.

The stability of *1I-B-CIT was analyzed by ascendant chromatography (Figure 4). The final
product was stable up to 72 h. Although slight statistical differences in the stability were observed
between both radiolabeling methods, radiochemical purity maintained over 94%, regardless of the
storage way, at room temperature or at 2—8 °C (Figure 4A, B). It is important to consider that these small
variations in stability in reaction medium should not affect the application of 131 I-B-CIT. Moreover,
1BIL B-CIT serum stability was also evaluated, and data showed high stability (>94%) up to 24 h, with
no significant statistical differences between the radiolabeling methods (Figure 4C).

The partition coefficient (P) of 1:"‘II—B-CIT was determined at room temperature by the ratio
between n-octanol and 0.9% NaCl. For both radioiodination processes, data showed P tending to the
hydrophobic range (Table 2). The hydrophobicity of I31LB-CIT was also evaluated by the determination
of the percentage of serum protein binding (SPB), incubating 1L B-CIT with serum at 37 °C for 30 min.
The results showed approximately 45% of SPB in both cases (Table 2).

The physicochemical features of the final product are in agreement, once P tending to the
hydrophobic range relates to high SPB [21]. Furthermore, these data are consistent with the intended
131 B-CIT clinical application, as a radiotracer for measuring presynaptic DAT density in order to
provide information on the integrity of these terminals [12]. Therefore, Ialg B-CIT must cross the
blood—brain barrier, which is easier for lipophilic molecules. In addition, it has been reported that
45—85% of SPB is related to higher uptake by the brain [22].
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Figure 4. Evaluation of BILg-CIT stability. Values are expressed as mean = 5D [(A) and (B): n = 9;
(C): m = 3]. Asterisks indicate significant differences (*p < 0.05; ***p < 0.001).

Table 2. Partition coefficient and serum protein binding of *!I-B-CIT.

Partition coefficient(P) Chluramme_ T 0.12 = 0.02
lodo-Gen™ 0.13 = 0.02
Serum protein binding (SPB) Chloramme_ T 4744 4+ 1.31%
lodo-Gen®™ 44,99 4 3.06%

Values are expressed as mean = 5D (n = 5). No significant differences were observed for 131 A-CIT obtained by

both radiolabeling methods (p > 0.05).
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3. Materials and Methods

3.1. Electrophilic Radiciodination of B-CIT and SPE Purification

The electrophilic radiciodination of B-CIT was performed using either Chloramine T or lIodo-Gen®

as an oxidizing agent followed by SPE purification according to previous methods [14,15,23-25], with
some modifications. The precursor TM5-B-CIT was purchased from ABX Advanced Biochemical
Compounds GmbH (Radeberg, Germany).

For the Chloramine T method, an aliquot of Na!31 solution (7.4—14.8 MBq) was added to a vial
containing the precursor TMS--CIT (0.12 pmol /50 ul. EEOH). Next, 10 uL of Chloramine T trihydrate
solution (1.5 mg' mL_I) and 4 uL of HCl solution (0.1 mol L_l} were added. The mixture (pH = 3.0—3.5)
was kept at room temperature for 3 min and the reaction was quenched with 40 uL. of NaOH solution
(0.01 mol'L_i}. The final pH was 6.0—6.5.

For the Iodo-Gen®™ method, an aliquot of Na131 solution (37.0—44.4 MBq) was added to a vial
containing the precursor TMS--CIT (0.12 pmol/ 50 puL. EtOH). Next, 37.5 uL. of Iodo-Gen® solution
(6.2 mg'mL_l} and 75 uL of H;POy solution (0.1 mol L™ ) were added. The mixture (pH = 3.0—-3.5) was
kept at room temperature for 15 min and the reaction was quenched with 20 uL. of NaOH solution
(0.1 mol'L.-1). The final pH was 6.0—6.5.

After each radiolabeling method, the final product (131 I-3-CIT) was purified by 5PE using
Sep-Pak® Cyz, preconditioned with EtOH (5 mL) and 0.9% NaCl (5 mL). Free 111 was removed
in 0.9% NaCl (5 mL) and 'I-B-CIT was eluted by EtOH (2 mL).

3.2. Radiochemical Purity Analysis

Radiochemical purity was evaluated by ascendant chromatography (n =9) and RP-HPLC.

Ascendant chromatography was performed by TLC-5G (Al) strips (Merck) using 95% ACN as
an eluent. The radioactivity was determined with an AR-2000 radio-TLC Imaging Scanner (Eckert &
Ziegler, Germany).

RP-HPLC analyses were performed on a 1290 Infinity Il UHPLC system (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) equipped with a radioactivity detector (Eckert & Ziegler, Germany) and Open
Lab ECM data system (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). The analytical column was
a Phenomenex Kinetex®™ Reversed Phase Cig (100 mm * 3 mm; 2.6 um) maintained at 30 °C. Mobile
phase A was 0.1% (v:v) TFA in water. Mobile phase B was (.1% (v:v) TEA in MeOH. The gradient of
mobile phase B was: 10% (0.0—1.0 min}; 10—%0% (1.0—8.0 min); 90% (8.0—10.5 min); and 90—10%
(10.5—12.0 min). The flow rate was 0.8 mL min~! and the UV detector was set at 284 nm.

3.3. Stability Studies

The stability of 131 I-p-CIT, stored at room temperature and at 2—8 “C, was evaluated at 0.5, 1, 2,
24,45, and 72 h (n = 9). Beyond that, the serum stability of 131 I-3-CIT, incubated at 37 “C under slight
agitation (500 rpm}, was evaluated at 1, 2, and 24 h (1 = 3). In both cases, the stability of BILg-CIT
was analyzed by ascendant chromatography, as described in the previous section.

3.4. Partition Coefficient

An aliquot of purified 131 I-B-CIT (50 ul) was added in a mixture of n-octanol and 0.9% NaCl
(1:1) and submitted to agitation (1 = 5). The mixture was centrifuged (825 g; 3 min). Aliquots of 100
ul. of both aqueous and organic phases were collected, and their radioactivities were measured with
a 2480 automatic gamma counter Wizard?™ 3" (PerkinElmer, Waltham, MA, USA).

3.5. Serum Protein Binding

An aliquot of I31L.B-CIT (25 ul.) was added to 475 uL. of serum and incubated at 37 °C for 30 min
(n = 5). Post-incubation, serum proteins were precipitated with 500 uL of 10% trichloroacetic acid

33



Pharmaceuticals 2019, 12, 25 Tof§

and the content was centrifuged (825 g; 10 min; 3x). Pellets” and supernatants’ radioactivities were
measured with a 2480 automatic gamma counter Wizard?™ 3” (PerkinElmer, Waltham, MA, USA).

4, Conclusions

In summary, the data demonstrated that both radiclabeling methods, using either Chloramine
T or lodo-Gen® as an oxidizing agent, yield 1B p-CIT with similar radiochemical parameters.
Although Chloramine T induces harder reaction conditions when compared to lo-do—Cen®, the results
showed that it is possible to use Chloramine T instead of lodo-Gen® without compromising the
radiolabeling result and the final product stability, provided that the physicochemical parameters of
each radiolabeling process are respected (pH, reaction time, temperature). Furthermore, it is important
to highlight that Chloramine T is a water-soluble reagent with strong oxidizing properties requiring
a briefer reaction time, simplifying the process in nuclear medicine. Therefore, this comparative study
presents the possibility of alternating between Iodo-Gen® and Chloramine T in the radiolabeling
process of B-CIT with 123/131 depending on the availability and costs of the oxidizing agents,
without changing the integrity of the final product, used for SPECT imaging diagnosis of PD in

nuclear medicine.
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6 DISCUSSAO

6.1 Radioiodinacéo eletrofilica do beta-CIT com iodo-131

A quimica do iodo é bem compreendida possibilitando que a radiomarcagdo de moléculas

seja um processo versatil, além de ser bem estabelecido na literatura de medicina nuclear 8)

O processo de radiomarcacdo de moléculas com iodo radioativo € denominado de
radioiodinacdo “*. Quando estanil precursores, por exemplo, 0 TMS-B-CIT ou outros &0
utilizados, esse também pode ser conhecido por radioiododestanilacdo. A forma de ligacéo do
iodo radioativo no anel aromatico da estrutura quimica pode ser realizada mais comumente

por substituicdo eletrofilica ou por substituicdo nucleofilica dependendo do precursor (122)

A radioiodinacdo eletrofilica é o método de escolha para moléculas que possuem anel
aromatico em sua estrutura, como proteinas e derivados tropanos, como por exemplo, o beta-
CIT. Comumente esta reacdo é realizada em temperatura ambiente %, Nesse método, o
radioiodo é oxidado, de "I para "I*, por acdo de agente oxidante e se liga ao anel aromético do

composto que se encontra na forma reduzida ©®.

Portanto, a radiomarcacdo do beta-CIT com iodo-131 foi realizada pelo metodo de
radioiodinacéo eletrofilica, utilizando como agentes oxidantes, a cloramina T e o lodo-Gen®,
para que o radioiodo se ligue ao anel aromético no lugar do grupamento trimetilestanil

presente no precursor TMS-B-CIT.

Os agentes oxidantes, CT e IG, sdo os mais utilizados e descritos na literatura. Levando-
se em consideracdo o poder de oxidacdo desses agentes oxidantes, a radioiodinacdo do beta-
CIT com iodo-131 foi estudada no presente trabalho objetivando comparar esses agentes

guanto aos parametros de radiomarcacdo e a estabilidade do produto final.

No presente estudo, a radiomarcacdo do beta-CIT[**!1] pelo método da CT partindo de
um precursor estanil, demonstrou um rendimento de radiomarcagdo superior a 95%,
considerando o tempo de reacdo de 3 min na faixa de pH de 3,0 a 6,0 em temperatura
ambiente. Nas condi¢cbes avaliadas com tempo de reacdo de 90 s foram obtidos resultados
inferiores a 85% e com 5 min de reacdo < 94% (resultados ndo mostrados). Diante dos

resultados obtidos, 0 método de radiomarcacdo com 3 min de reacdo foi o selecionado para a
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continuacdo do presente trabalho. Vale ressaltar que um menor tempo de exposi¢do ao agente

oxidante diminui a possibilidade de um maior dano a molécula.

Shiver et al (2007) utilizando a CT com 3 min de reacdo a temperatura ambiente no
processo de radiomarcacdo, obtiveram um rendimento radioquimico de 88 + 2% avaliado por
CLAE-FR ®_ Cabe salientar que pequenas modificagdes propostas nesse estudo melhoraram
o rendimento de radiomarcacdo em relacdo aos resultados descritos na literatura, ja que o

tempo de reacdo e o pH séo fatores criticos no processo de radioiodinacdo eletrofilica.

Na literatura, inimeros estudos foram realizados com o radiofarmaco beta-CIT marcado
com diferentes radionuclideos de iodo, especialmente na década de 90. Aqueles que
utilizaram a cloramina T como agente oxidante demonstraram resultados de rendimento

radiogquimico na ordem de 60% a 80% "2,

Ametamey et al (1995) obtiveram um rendimento radioquimico de aproximadamente
90% na radioiodinacdo do beta-CIT[***I] com CT, todavia ndo foram descritos os parametros

de radiomarcacgédo nem de controle de qualidade utilizados (129,

Estudos de outros derivados fluoroalquis, como o FP-B-CIT ou FP-CIT (2-carbometoxi-
3B-(4-iodofenil)-N-(3-fluoropropil) nortropano) e o FE-B-CIT (N-(2-fluoroetil)-2p3-
carbometdxi-3p-4’- iodofenil-nortropano) utilizando a CT como agente oxidante na
radiomarcagdo com iodo radioativo mostraram resultados semelhantes ao do beta-CIT. O
radiofarmaco FP-B-CIT[mI] foi avaliado por Kuikka et al (1995) e por Rinne et al (1997)
apresentando em ambos estudos rendimentos radioguimicos superiores a 95% %127 Apenas

em Kuikka et al (1995) foi descrito que o pH da reacéo foi igual a 2,0 .

Nessa mesma linha, outros analogos do beta-CIT foram radiomarcados, como o nor-f-
CIT. Apos sua radioiodinacdo usando a Cloramina T com pH de 1,5 a 2,0 o rendimento

radioquimico foi de aproximadamente 95% por CLAE-FR 29,

A fim de melhorar a seletividade aos transportadores dopaminérgicos e serotoninérgicos,
modificacGes nos derivados tropanos vém sendo realizadas. Dentre esses, o PE2l (N-(3-
iodoprop-2E-enil)-2--carbomethoxy-3p-(4-metilphenil) nortropano), o qual foi radiomarcado
com 2| utilizando a CT em pH de 4,5 com rendimento de radiomarcacdo de 70% a 85%
determinado por CLAE-FR ¢29),

Assim, embora a CT seja considerada um oxidante forte que requer um breve tempo de
reacdo, o resultado de rendimento radioquimico obtido neste estudo foi da ordem de 90%
corroborando estudos descritos na literatura quanto a radioiodinacdo de derivados tropanos.
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Vale salientar também sua alta solubilidade em agua, bem como a facilidade de obtencéo e

custo acessivel.

Neste presente estudo também foi utilizado o método do lodo-Gen® para a radiomarcacéo
do beta-CIT[**!1] resultando em rendimentos superiores a 95% no tempo de reacéo de 15 min
com valores de pH de 3,0 a 6,0 e a temperatura ambiente. Rendimentos radioquimicos
semelhantes foram obtidos quando utilizado a mesma faixa de pH, mas com tempo de reagéo

de 30 min. Por esse motivo foi escolhido o de menor tempo de reacao.

No trabalho de Carpinelli et al (2001), o tempo de reacdo utilizado foi na faixa de 20 a 30
min em pH 3,0 e o rendimento radioquimico obtido foi de apenas 67 + 5% . Outros
resultados semelhantes foram observados nos estudos realizados por Bergstrom et al (1994) e
por Szucs et al (1999). No trabalho de Szucs et al (1999) todo o processo reacional (20 min
em pH = 3,0) foi realizado no escuro obtendo um valor de rendimento de radiomarcacgédo de
72% analisado por CLAE-FR 9. Nesse caso, pode-se considerar que as modificaces
propostas e avaliadas para esse método trouxeram uma melhora significativa no rendimento

de radiomarcacao.

Resumidamente, os estudos de radioiodinacdo na literatura utilizando a CT mostraram
rendimentos radioquimicos da ordem de 70% a 90%. Por outro lado, rendimentos
radioquimicos em torno de 40% a 60% foram obtidos quando o agente oxidante 1G foi
utilizado, o que explica a prevaléncia dos estudos com a utilizacdo da CT na radioiodinacdo
de biomoléculas ™%, N&o obstante, os parametros de reagdo com ambos os oxidantes devem

ser controlados para se evitar ao maximo a degradacéo do radiofarmaco.

Assim, atraves deste estudo comparativo foi possivel demonstrar que os dois métodos de
radiomarcacdo, utilizando cloramina T ou lodo-Gen® como agentes oxidantes, renderam um
beta-CIT[**!] com caracteristicas quimicas adequadas e valores de rendimento radioquimico
semelhantes e acima de 95%. Vale salientar que os valores dos rendimentos radioquimicos
obtidos em nosso estudo com o IG foram muito superiores aos relatados pela literatura.
Entretanto, devem ser consideradas as propriedades dos dois agentes oxidantes quanto a

solubilidade, ao tempo reacional, disponibilidade e custo-efetividade.

Vale enfatizar que atualmente, os derivados tropanos sdo moléculas de grande interesse
no diagnostico de doencas neurodegenerativas levando-se em consideracdo a facilidade de
obtencdo desses radiofarmacos pelo processo de radioiodinacdo. Ainda que o radiofarmaco
FP-CIT['*?1] seja aprovado e comercializado nos Estados Unidos, o beta-CIT radiomarcado
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com iodo-123 foi o primeiro radiofdrmaco de sucesso que deu inicio a classe dos tropanos e
pelo qual a medicina nuclear possui grande interesse por sua especificidade e seletividade ao

TDA como complemento importante no diagnostico precoce da DP.

6.2 Purificacéo do beta-CIT[**!1] por extracdo em fase sélida

A EFS é um método de purificacdo cromatografico simples e rapido capaz de separar 0
produto de interesse de outras impurezas presentes no meio reacional e se baseia nas
propriedades  fisico-quimicas dos compostos, destacando-se a polaridade ©Y. E

frequentemente utilizada apds a radiomarcagéo e pode ser comparada a purificagdo por CLAE
(111, 131)

Nesse método de purificacdo se utiliza uma coluna de fase reversa, como Sep-pak® Cyg
que deve ser previamente ativada pela passagem de um solvente orgéanico seguido por
solvente aquoso. Seu principio consiste na passagem da mistura reacional pela coluna,
aplicacdo do solvente aquoso para remover as impurezas e, por fim elui¢do do radiofarmaco
com eluente de mesma polaridade ©®. Importante considerar que alguns parametros possuem
influéncia direta na eficiéncia da purificagdo, como condicionamento da coluna, velocidade de

passagem do eluente e lipofilicidade ®2.

Neste estudo para a purificagcdo por EFS foram avaliados os eluentes EtOH e a mistura de
EtOH:HsPO, 0,1 M (1:1) para recuperagéo do beta-CIT[**'1] e o NaCl 0,9% para remocéo do
iodo-131, bem como os volumes a serem utilizados. A % PRQ obtida pela fracao etandlica foi
> 98%, enquanto na fragcdo da mistura EtOH: H3PO, 0,1 M foi < 90% (dados n&o mostrados).
A partir dos resultados obtidos, o sistema de eluentes mais eficiente (EtOH e NaCl 0,9%) e os
volumes minimos necessarios para a EFS foram utilizados. A fracdo etandlica obtida por EFS

foi analisada tanto por CCD quanto por CLAE.

Esta purificacdo é realizada para remover o radionuclideo em excesso e possiveis
impurezas presentes na mistura reacional, no entanto este processo ndo melhorou
significativamente a pureza radioguimica, pois o rendimento de radiomarcacdo ja foi superior
a 95% em ambos os processos de radiomarcacdo. Entretanto, esse procedimento é
recomendado para remoc¢do de impurezas, como ions iodato (103 na solucdo de formulacao
que pode aumentar a exposi¢do do paciente a radiacdo. A eficiéncia desse método define a

pureza radioquimica do radiofarmaco.
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Esse método também foi descrito em Szucs et al (1999) para purificagdo do beta-
CIT[*?1], contudo foram utilizados outros eluentes, 4gua e mistura de EtOH: HsPO, 0,1 M
(1:1) “9. Poucos foram os estudos que utilizaram esse método de purificacdo, uma vez que a

purificagdo por CLAE é a mais utilizada.

6.3 Controle de qualidade do beta-CIT[**I] por cromatografia

O CQ de radiofarmacos pré e pos-purificacdo engloba uma série de testes especificos

para garantir sua seguranca e eficacia na aplicagdo em humanos ©* 3,

Esse controle visa a determinacdo da pureza radioquimica que é definida como a
quantidade do radiofarmaco na forma quimica desejada, ou seja, do produto final e expressa
em porcentagem >33 Em geral, os radiofarmacos devem apresentar alto nivel de PRQ (>
90%) 39,

A determinacdo da PRQ por cromatografia é amplamente aplicada aos radiofarmacos
e pode ser avaliada por CLAE, bem como por CCD.

No presente estudo, foram avaliados diferentes sistemas de CCD, sendo escolhida como
FE a fita de TLC-SG (Al) e como FM a ACN 95% por apresentarem a melhor resolucéo
cromatogréfica, ou seja, valores de Ry distantes um do outro e bem caracterizados conforme
apresentado na Tab. 5. Na CLAE-FR a FM definida foi MeOH e agua com 0,1% TFA em
modo gradiente com monitoramento do UV no A de 284 nm por gerar menor interferéncia do
solvente organico na linha de base. Os valores de PRQ obtidos por CCD foram corroborados

pelas analises por CLAE-FR.

Em ambos os métodos de radiomarcacdo (CT e IG) a PRQ do beta-CIT[**!1] foi superior
a 98% tanto por CCD quanto por CLAE-FR. Em Sihver et al (2007) valor semelhante de
PRQ do beta-CIT[***I] foi obtido por CLAE-FR com eluente constituido de
metanol/agua/dietilamina (80:20:0,2; v/v) no A de 254 nm utilizando a CT como agente
oxidante ©®”. Em Seibyl et al (1998), a PRQ do beta-CIT[*?*1] e do analogo FP-CIT[*?I]

foram obtidas por CLAE-FR com valores superiores a 94% e 95%, respectivamente ¢3¢ .

Nos estudos de Bergstrém et al (1994) e de Messa et al (1998), a PRQ do beta-CIT[**|]
com o uso do oxidante IG foram avaliadas por CLAE-FR obtendo-se valor > 959 3713,
Em Suzcs et al (1999) pelo mesmo método, a PRQ do beta-CIT[*?*1] foi avaliada por CLAE-
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FR com eluentes metanol:4gua:tampdo trietilamina (75:25:0,2, v/v) obtendo valor de 96%
(110)

N&o obstante, seja a CLAE um método preciso e efetivo, cabe lembrar que esse método
requer equipamento de custo consideravel, demanda maior tempo de andlise e 0 uso de
solventes de grau espectroscopico. Por outro lado, na CCD se utiliza fita cromatogréfica
especifica e possui um desenvolvimento mais rapido, simples e com menor custo, além do
consumo reduzido de solventes, caracteristicas interessantes para aplicacdo na rotina de

medicina nuclear “*®,

Cabe considerar que a PRQ obtida na radiomarcacéo do beta-CIT[***I] pelos métodos da

CT ou IG foi eficiente quando comparada aos estudos publicados na literatura.

Importante destacar que o resultado de PRQ alcancado pela CCD deve estar em concordancia
com o obtido pela CLAE-FR, de tal forma que esta possa ser utilizada como método de

controle confiavel, simples e de facil aplicabilidade na rotina clinica.

6.4 Estudos in vitro

6.4.1 Estabilidade do beta-CIT[**'1] em soluc&o e no soro

A estabilidade de radiofarmacos em solucéo e no soro é considerada ponto essencial na

determinacéo de sua integridade antes da aplicacdo em humanos ©2 39,

No presente estudo, a estabilidade em solugdo do beta-CIT[**!1] foi avaliada em duas
condi¢cdes de armazenamento, a temperatura ambiente e sob refrigeracdo (2-8 °C) para cada
método de radiomarcacdo. As analises foram realizadas por CCD. Os resultados obtidos no
maior tempo de anélise (72 h) foram de 96,41% e 94,30% na temperatura ambiente e, de
96,70% e 95,71% na condigdo de 2-8 °C para os métodos da CT e do IG, respectivamente
(dados ndo mostrados). Cabe ressaltar que os resultados demonstraram estabilidade do

produto final (> 94%) até 72 h para ambos os métodos de radiomarcacao.

Diferencas estatisticas foram obtidas no estudo de estabilidade entre os métodos
utilizando os agentes oxidantes CT e 1G. O beta-CIT[**"] obtido pelo método da CT

demonstrou melhor estabilidade ao longo do tempo quando comparado ao método do IG em
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solucdo. Também foi observada uma melhor estabilidade das solu¢Ges mantidas a 2-8 °C do
gue a temperatura ambiente.

Estudos de estabilidade para o beta-CIT['I] utilizando CT ou IG como oxidantes ndo
foram encontrados na literatura. Em Zea-Ponce et al (1995) a estabilidade do beta-CIT['*1]
preparado com outro agente oxidante, o &cido peracético, foi avaliada por CLAE até 72 h

apenas em temperatura ambiente obtendo resultado de 98% a 99% (140)

Neste estudo, a estabilidade do beta-CIT[**!'] em soro albumina foi avaliada por CCD. Os
resultados obtidos foram superiores a 94% até 24 h sem que diferencas estatisticas fossem
observadas entre os métodos de radiomarcacdo. Todavia, ndo foram encontrados estudos para

comparagéo.

6.5 Coeficiente de particdo do beta-CIT[**1]

O coeficiente de particdo (P) ou logaritmo do coeficiente de particdo octanol-4gua (log
Po/w e/ou log P) é uma das propriedades fisico-quimicas avaliadas no desenvolvimento de
radiofarmacos com aplicacdo cerebral para se estimar a hidrofobicidade intrinseca da

molécula #4142,

O log P pode ser mensurado por diferentes métodos, sendo a agitagéo rapida (shake-flask)
0 mais simples e aplicado na pratica experimental consistindo na mistura de duas fases
imisciveis, uma organica e outra aquosa 34344,

No presente estudo, o coeficiente de particdo (P) do beta-CIT[**"

] foi determinado pelo
método de agitacdo rapida com as fases 1-octanol e NaCl 0,9%, a temperatura ambiente, para
ambos os métodos de radiomarcacdo. Os resultados foram obtidos pelo calculo do logaritmo
da razdo entre os valores das fases 1-octanol e NaCl 0,9% para os métodos da CT e do IG
com valores de 0,12 e 0,13 respectivamente demonstrando uma tendéncia a faixa de

hidrofobicidade.

Cabe considerar que os valores de P do beta-CIT[**!1] obtidos apenas pela raz&o entre as
fases 1-octanol e NaCl 0,9% sem o célculo do logaritmo foram de 1,31 e 1,35 para 0s

métodos da CT e do IG respectivamente (dados ndo mostrados).

Em Tavares et al (2012) o log P do beta-CIT[**I] pelos métodos de agitacdo rapida e por
CLAE foram de 1,22 e 1,02 para cada método **. Em Vakra et al (2017) o log P74 do beta-
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CIT[*?1] pelo método de agitacéo rapida utilizando as fases 1-octanol e tamp&o fosfato pH
7.4 foi de 2,13 49,

Os valores de P obtidos neste estudo corroboram os descritos na literatura. Vale ressaltar
que a barreira hematoencefalica se encontra intacta na PD e que radiofarmacos de aplicacdo
no sistema nervoso central devem apresentar caracteristicas hidrofobicas adequadas com

valores de log P entre 1 e 3,5 para que o composto possa alcancar o tecido cerebral 4414

6.6 Ligacdo do beta-CIT[**!1] &s proteinas séricas

A ligacdo as proteinas séricas desempenha um papel critico na determinacdo da
biodistribuicdo, taxa de eliminacdo, circulacdo sanguinea, acesso ao sitio de acdo e
metabolismo da droga. Algumas delas tém associa¢do limitada com os constituintes do
sangue quando administrados, enquanto outros se associam ou se ligam a albumina,
globulinas, lipoproteinas e eritrécitos *¢*%") Assim, radiocompostos com alta ligagdo as
proteinas séricas apresentam baixas taxas de depuragdo da radioatividade do sangue,
comprometendo sua liberacdo aos tecidos e/ou orgaos alvos. Somente drogas livres ou nao
ligadas s&o capazes de difundirem através das paredes dos vasos, alcangando assim o sitio de

acdo, ou mesmo, serem excretadas 2.

No presente estudo, a porcentagem de ligacdo do beta-CIT[**!1] &s proteinas séricas foi
obtida ap6s precipitacdo do soro albumina incubado com o radiofdrmaco dando valores de
47,44% e 44,99% para as radiomarcagdes com CT e IG respectivamente. Em Tavares et al
(2012) a porcentagem de ligacdo do beta-CIT[**®I] as proteinas séricas humanas foi de
67,34% por CLAE-FR 9. Os resultados obtidos foram concordantes com o reportado na

literatura quanto & ligacéo as proteinas séricas serem da ordem de 45% a 85% 4%,

Vale ressaltar que as caracteristicas fisico-quimicas do beta-CIT[**!1] sdo concordantes,
uma vez que o valor de P tende a faixa hidrofébica relacionada com a alta ligacéo as proteinas

séricas 149,
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os processos de radiomarcagdo utilizando a cloramina T ou lodo-Gen® como agentes
oxidantes renderam o beta-CIT[**']] com parametros radioquimicos semelhantes. Os
resultados demonstraram que é possivel utilizar tanto a CT quanto o IG, como agentes
oxidantes sem comprometimento do rendimento radioquimico e da estabilidade do produto
final, desde que os parametros fisico-quimicos mais importantes, pH e tempo de reacdo, de
cada processo de radiomarcacao sejam respeitados. Além do mais, cabe realcar que a CT é
solivel em &gua e apresenta propriedades oxidantes fortes que requerem um tempo de reagédo

breve podendo facilitar o processo de radiomarcagdo na medicina nuclear.

Por fim, este estudo comparativo demonstra a possibilidade de se alternar entre IG e CT
no processo de radiomarcacdo do beta-CIT com iodo radioativo, de acordo com o custo e a
disponibilidade dos agentes oxidantes no mercado, sem que haja mudancas na integridade
deste radiofarmaco utilizado como imagem SPECT para auxiliar o clinico no diagndstico

precoce da DP com relevante aplicabilidade na medicina nuclear, em especial no Brasil.
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Microarray Experiment” (MIAME) guidslines pubshed by the Microarray Gene Expression Data Society must be followad.

®  New protein sequences obtained by protein seguencing must be submitted to UniProt (submission tool SPIN).

All sequence names and the accession numbers provided by the databases should be provided in the Matenials and Methods section of
the article.

References in Supplementary Filss
Citations and Raferences in Supplementary files are permitted provided that they also appear in the reference Est of the main text.
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Research and Publication Ethics
Rasaarch Ethics

Reszarch Involving Human Subjects

‘When reparing on research that involves human subjects, human matenal, human tissues, or human data, authors must declare that the
investigations were camed out following the nules of the Declaration of Helsinki of 1975 (hitps:‘www.wma.net'what-we-do'medical
ethics'declaration-of helsinki), revised in 2013, According to point 23 of this declaration, an approval from an ethice commites should
have been obtained before undertaking the research. At a minimum, a statement including the project dentification code, date of
approval, and name of the ethics committee or institutional review board should be cited in the Methods Section of the article. Data
relating to individual participants must be described in detail, but private information identifying participants nesd not be included unlsss
the identifiable matenals are of relevance to the ressarch (for example, phatographs of participants’ faces that show a particular
aympiom). Editors ressrve the night to reject any submission that doss not meet these reguirements.

Example of an ethical statement: "All subjects gave their informed consent for inclusion before they parbcipated in the study. The study
was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki, and the profocol was approved by the Ethics Committee of X303 (Project
identification code).”

Avwritien informed consent for publication must be obtained from participating patients who can be identifisd (including by the patients
themsehves). Patients” initials or other personal identifiers must not appear in any images. For manuscripts that include any case details,
peraonal information, and'or images of patients, authors must obtain signed informed consent from patients (or their relatives'guardians)
[before submétting to an MOP| joumal. Patient details must be anonymized as far as possible, e.g., do not mention specific age, ethnicity,
or occupation where they are not relevant to the conchusions. A template permission form is available to downlosd. A blank version of
the form used to obtain permission (without the patent names or signature] must be uploaded with your submission.

You may refer to our sample form and provide an appropnate form after consuling with your affiiated institufion. ARematively, you may
provide & detailed justfication of why informed consent is not necessary. For the purposes of publishing in MOP journals, a consent,
permission, or releass form should include unbmited permission for publicafion in all formats (incheding print, electronic, 2nd onling), in
sublicensed and reprnted versions (including translations and derved works), and in other works and products under open access
ficanse. To respect patients” and any other indvidual’s privacy, please do not send signed forme. The journal ressrves the right to ask
guthors to provide signed forms if necassarny.

Ethical Guidelines for the Use of Animals in Research

The editors will requirs that the benefite potentially derved from any research causing harm to animals are significant in relaton to any
cost endured by animals, and that procedures followed are unlikely to cause offense to the majority of readers. Authors should particularly
ensure that their ressarch complies with the commonly-accepted '3Rs":

*  Heplacement of animals by abematives wherever possible,
*  Heduction in numbsr of animals used, and

*  Hefinement of experimental conditions and procedurss to minimize the harm to animals.

Any experimental work must also have been conducted in accordance with relevant national legislation on the use of animals for
research. For further guidance authors should refer fo the Code of Practice for the Housing and Care of Animals Used in Scientific
Procedures [1].

Manuscnpts containing orginal descriptions of research conducted in experimental animals must contain details of approval by a properly

constituted reseanch ethics committee. As & minimum, the projact identification code, date of approval and name of the ethics committes
of institutional review board should be cited in the Methods section.

Pharmzacaurticals endorses the ARRIVE guidebnes (www. nc3rs. org.uk/ ARRIVE) for reporting expenmants using fve animals. Authaors
and reviewers can use the ARRVE guidelines a5 a checklist, which can be found at www.ne3rs.org. uk/ARRIV Eche chlist.

1. Home Office. Animals (Scentific Procedures) Act 1886, Code of Practice for the Housing and Care of Animals Used in Scientific
Procedures. Available online: http:/www.official documents.gov.uk/docume nt he8880he01/04 07/ 0H 07 pdi.

Reszzarch Involving Cell Lines

Methods sections for submissions reporting on researchwith cell Bnes should state the origin of any call ines. For established cell Bnes
the provenance should be stated and references must also be given to either a published paper or to a commercial source. If previously
unipublished de nove cell lines were used, including those gifted from another laboratory, details of institutional review board or ethics
committes spproval must be given, and confimmation of written informed consent must be provided if the line is of human origin.

An example of Ethical Statements:

The HCT116 call line was obtained from X3XX. The MLH1" cell linewas provided by 33000, Lid. The DLD-1 cell fine was obitained from
DOr. 3300, The OR-GFP and SA-GFP reporter plasmids wiere obtained from Dr. 300X and the RadS 1K133A expression vector was

obtained from Dr. 300



Research Involving Plants

Experimental research on plants (ssther cultivated or wild) including collection of plant matenal, must comply with instiutional, national, or

international guidelines. We recommend that authors comply with the Convention on Biological Diversity and the Convention gn the
Trade in End red cies of Wild Fauna and Flora.

For each submitted manuscript supporting genetic information and origin must be provided. For research manuscripts imvolving rare and
non-model plants (other than, e.g.. Arabidopsiz thaliana, Nicofians benthamiana, Oniza sativa, or many other typscal model plants),
voucher specimens must be deposited in an accessible herbanum or mussum. Vouchers may be requasted for review by future
investigatons to verfy the ienfity of the material used in the study (especially if taxonomic reamangements occur in the futurs). They
should include details of the populations sampled on the site of collection (GPS coordinates), date of collection, and document the partis)
used in the study where appropriate. For rare, threatened or endangsred species this can be waived but it i necessary for the author to
deacribe this in the cover letter.

Editors ressrve the rights to reject any submission that does not mest thess requirements.
An example of Ethical Statements:

Toren'a fournian plants were used in this study. White-flowered Crown White (CAl) and violet-flowered Crown Vielst (CrV) cultivars
gelected from ‘Crowen Mz (000 Company, City, Country) wers kindly provided by Dr. 3000 (300X Institute, City, Couniry).

Arabidopds mutant lines (SALKo, SA Lo, ) were kindly prowided by Dr. 3030 | institute, city, country).

Publication Ethics Statement

Pharmaceuficals is 8 member of the Committes on Publication Ethics (COPE). We fully adhere to = Code of Conduct and to itz Best
Practice Guidelines.

The editors of this joumnal enforce & rigorous pesr-review process fogether with strick sthical policies and standards to ensure to add high
quality scientific works to the field of scholarly publication. Unfortunately, cases of plagiarizm, data falsication, image manipulation,
ingppropriate suthorship credit, and the Be, do anse. The editors of Pharmaceuticals take such publishing sthics izsues very serioushy
and are trained to proceed in such cases with a zero tolerance policy.

Authors wishing to publish their papers in Phamacsulica’s must abide to the following:

®  Any facts that might be perceived as a possible conflict of interest of the authon(s) must be disclosed in the paper prior to
submission.

*  Authors should accurately present their research findings and include an objective discussion of the significance of their
findlimgs.

#  [Data and methods used in the research need to be pressnted in sufficient detail in the paper, so that other researchers can
replicate the work.

®  Raw data ehould preferably be publicly deposited by the authors befigre submission of their manuscnpt. Authors need to at
least heve the raw data readily evailable for presentation to the referees and the editors of the jounal, i requested. Authors
need to ensure appropriate measures are taken so that raw data is retained in full for & reasonakble time after pubdcation.

*  Simultaneous submission of manuscripts fo more than one joumal is not tolerated.

*  HRepublishing content that is not novel is not tolerated (for example, an English translation of a paper that is already published in
another language will not be accepted).

*  |f emore and inaccuracies are found by the authors after pubfication of their paper, they need to be promptly communicated to
the editors of this journal so that appropriats actions can be taken. Please refer to our pelicy regarding publication of

publishing addenda and comections.

®  Your manuscrpt should not contain any information that has already been published. If you include already published figures or
images, please obtain the necessary permission from the copynght holder to publish under the CC-BY license. For further
information, zee the Rights and Permissions page.

*  Plagiarism, data fabrication and image manipulation are not tolerated.

o Plagiarism is not acceptable in Pharmaceu ficals submissions.
Plagiansm includes copying text, ideas, images, or data from another source, even from your own publications,
without grving amy credit io the original source.
Reuse of text that i copied from another source must be between guotes and the cnginal source must be cited. fa
study's design or the manuschpt's structure or languags has been inspired by previous works, these works must be
enplicitly cited.
If plagiarizm is detected during the peer review process, the manuscript may be rejected.  plagiansm iz detected
after publication, we may publish a correction or retract the paper.

< Image files must not be manipulated or adjusted in any way that could lead to misinterpretation of the information
provided by the oniginal mage.
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Irresgular manipulation includes: 1) introduction, enhancament, mowving, or removing features from the original image;
2) grouping of images that ehould obviously be presented separately {e.g., from different pare of the same gel, or
from different gels); or 3) modifying the contrast, brightness or color balance o obscure, eliminate or enhance some
information.

[f imegular image manipulzation is identified and confirmed during the peer review process, we may reject the
manuscript. If imegular image manipulation is identifisd and confirmed after publication, we may comect or retract the

paper.
Cwr in-house editors will investigate any allegations of publication misconduct and may contact the authors” instituions or

funders if necessary. if evidence of mésconduct is found, appropriate action will be taken to comect or retract the pubbcation.
Authors are expected to comply with the best ethical pubBcation practices when pubkshing with MOPL

Reviewer Suggestions

During the submizsion process, please suggest three potential reviewers with the appropriate expertise to review the manuscript. The
editors will not necessarily approach these referses. Please provide detailed contact information (address, homepage, phone, e-mail
address). The proposed referses should neither be cument collaborators of the co-authors nor have published with any of the co-authors
of the manuscript within the last five years. Proposed reviewers should be from different instiutions to the authors. You may identify
appropriate Editonal Board members of the joumnal a3 potential reviewers. You may suggest reviewers from among the authors that you
frequenily cite in your paper.

English Corrections

To facilitate proper peer-reviewing of your manuscripd, it is essential that it is submitied in grammatically comect English. Advice on some
specific language points can be found here.

If you are not & native English epeaker, we recommend that you hawe your manuscript professionally edited before submission or read by
a native Englsh-zpeaking colleague. This can be camed out by MOPI's English editing service. Professional editing will enable
reviewers and future readsrs to more easily read and assess the content of submitted manuscripts. All accapted manuscrpts undergo
language editing, howsver an additional fee will be charged o authors if very extensive English corrections must be made by the
Editonal Office: pricing is according to the service here.

Preprints and Conference Papers

Pharmaceuficals accepts aricles that have previously been made available s prepnnts provided that they have not undergone peer
review. A preprint i a draft version of a paper made available online before submission to a joumnal.

MOPI operates Preprints, a preprint server to which submitted papers can be uploaded directly after completing journal submission. Maote
that Preprimt= operates independently of the journal and posting a preprint does not affect the peer review process. Check
the Preprints instructions for authors for further informaticn.

Expanded and high guality conference papers can be considered as articles if they fulfil the following requirements: (1) the paper should
bbe expanded to the sze of a research article; (2) the conference paper should be cited and noted on the first page of the paper; (3) if the
authars do mot hold the copyright of the pubBshed conference paper, authors should sesk the appropriate permigsion from the copymght
holder; (4) authors are asked to disdose that it is conference paper in their cover letter and include a statement on what has been
changed compared to the onginal conference paper. Pharmaceuficals does not publish pilot studies or studies with inadequate statistical

power.

Authorship

MOPI follows the Intermational Commities of Medical Journal Editors [ICMJE) guidelines which state that, in order o quality for authorship
of a manuscrpt, the following critena should be cbeenved:

#  Substantial contributions to the concaption or design of the work; or the acquisition, analysis, or interpretation of data for the
wiork; AND

®  Drafting the woark or revising it critically for important intellectual content; AMD
*  Final approval of the version to be published; AMD

*  Agresment to be accountable for all aspecis of the work in ensuring that questions related to the accuracy or integrity of any
part of the work are appropriately investigated and resobved.

Those who contributed to the work but do not qualify for authorship should be Ested in the acknowledgements. More detailed guidance on
authorship is given by the International Council of Medical Jounal Editors [ICMJE]).

Any change o the author Est should be approved by all authors including any who have been removed from the Est. The cormesponding
authaor should act 23 a point of contact between the editor and the other authors and should keep co-authors informed and invokee them n
major decisions about the publication. We reserve the right to request confirmation that all authors meet the autharship conditions.
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Reviewers Recommendation

Authors can recommend potential reviewsrs. Jounal editors will check to make sure there are no conflict of interests before contacting
those reviewsrs, and will not consider those with competing interests. Reviewers are asked to declare any confbcts of interest. Authors
can aleo enter the names of potential peer reviewsrs they wish to exclude from consideration in the peer review of their manuscript,
duning the initizl submission progrese. The editorial team will respect thees requests so long as this does not interfere with the objective
and thorough assesement of the submission.

Editors and Journal Staff as Authors
Editonal independence & extremely important and MOPI does not interfere with editonal decisions.

Editonal staff or editors shall not be invobeed in the processing their own academic work. Submissions authored by editonal stafifediors
will be assigned to at least two independent outside reviewers . Decisions will be made by other editoral board members who do not
have conflict of interests with the author. Journal staff are not invohved in the processing of their own work submitted to amy MOPI
journals.

Conflict of Interests

According to The International Committes of Medical Joumal Ediors, “Authors should avoid entering into agreements with study
spansors, both for-profit and non-profit, that interiere with authors’ access o all of the study s data or that interfere with their ability to
analyze and interpret the data and to prepare and publish manuscripts independently when and whers they choose.”

Authors must identify and declare any personal arcumstances or intereet that may be perceived as inappropriately influencing the
representation or interpretation of reported research results. I there i3 no conflict of interest, please state "The authors declare no conflact
of interest.” Amy role of the funding sponsors in the design of the study; in the collection, analyses or interpretation of data; in the writing of
the manuscript; or in the decision 1o publish the resulie must be declared in this section. If there is no role, please state “The founding
spaonsors had no role in the design of the study; in the collection, analyses, or interpretation of data; in the witing of the manuscript, and
in the decision to publish the resulis".

Editorial Procedures and Peer-Review

Inifial Checs

All submitted manuscripts recefved by the Editorial Office will be checked by a professional in-house Mznaging Editor to determine
whether they are properly prepared and whether they follow the sthical policies of the journal, including those for human and animal
expenmentation. Manuscripts that do not fit the journal's ethice policy or do not meet the standards of the journal will be rejected before
peer-review. Manuscrpts that are not properly prepared will be retumed to the suthors for revision and resubmission. After these checks,
the Managing Editorwill cansult the journals’ Edifor-in- Chief or As=sooate Editors to determine whether the manuscript fite the scope of

the joumal and whether it is scientiically sound. Mo judgment an the potential impact of the work will be made at this stage. Reject
decizions at this stage will be verified by the Editor-in- Chisf.

Peer-Aeviaw

Cnce 8 manuscript passes the initial checks, it will be assigned to at least two indspendent experts for peer-review. A single-blind review
is applied, where authors identities are known to reviewers. Peer review comments are confidential and will only be dsclosed with the
express agresment of the reviewsr.

In the case of regular submissions, in-house assistant editors will invite experts, including recommendations by an acadsmic editor.
These exparts may also include Ediforal Boarnd members and Guest Editors of the joumnal. Potential reviewers suggested by the authors
may also be considered. Reviewers should not have publihed with any of the co-authors duning the past five years and should not
currently wiork or collaborate with amy of the institutions of the co-authore of the submitied manuscript.

Optional Open Peer-Revicw

The joumal operates optional open peer-review: Authors are given the option for 2 review reports and ediforial dedisions fo be publishad
alongside their manusonipt. In aoddition, reviewsrs can sign thar review, e, idently themsalves in the prblished review reports. Authors
can alter their choice for open review at any time before publication, howewver once the paper has been published changss will only be
made at the discretion of the Publisher and Editor-in-Civef. We encourage authors to take advantage of this opportunity as proof of the
nigorous process employed in publizhing their research. To guarantee an impartial referesing the names of referees will be revealsd only
if the referees agres to do =0, and after a paper has been accepted for publication.

Editonial Decision snd Revision

All the articles, reviews and communications published in MOPI joumals go through the peer-review process and receive at least two
reviews . The in-house editor will communicate the decision of the academic editor, which will b2 one of the following:

*  Accepl after Minor Aavizions:
The paper iz in principle accepted after revizion based on the reviewer's comments. Authars are given five days for minor
revisions.

*  Reconsider affer Mgor Aewisions:
The acceptance of the manuscript would depend on the revisions. The author needs to provide a point by point response ar
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provide a rebuttal if some of the reviewer's comments cannot be revised. Usually, only one round of major revisions i allowsd.
Authors will be asked to resubmit the revised paper within a suitable time frame, and the revised version will be retumed to the
reviewar for further comments.

*  Agect and Encourage Assubmission
If additional experiments are neaded to support the conchusions, the manuscrpt will be rejectad and the authors will be
encouraged to re-submit the paper once further experiments have been conductsd,

*  Haect
The article has senous flaws, and'or makes no onginal significant contibution. Mo ofier of resubmission to the journal is
provided.

All reviewrer comments should be responded 1o in & paint-by-point tashion. Whers the authors dissgres with 2 reviewer, they must provide
a clear responss.

Author Appeals

Authors may appeal & rejection by sending an e-mail to the Editorial Office of the journal. The appeal must provide a detailed justification,
including point-by-point responses to the reviewers' and’or Editor's comments. The Managing Edifor of the journal will forward the
manuscrpt and related information {including the identiies of the referses) to the Edstor-in-Chief, Associate Editor, or Editonial Board
member. The academic Editor being consulied will be asked to give an advisory recommendation on the manuscript and may
recommend acceptance, further pesr-review, or uphold the onginal rejection decision. A reject decision af this stage is final and cannot be
reversed.

In the case of a special issue, the Managing Edftor of the journal will forerard the manuscnpt and related information (including the
identities of the referses) to the Editor-in-Chisf who will be asked to give an advisory recommendation on the manuscript and may
recommend acceptance, further pesr-review, or uphold the onginal rejection decision. A raject decision at this stage will be final and
cannot be reversed.

Produrction and Publicaforn
Once accepted, the manuscript will undergo professional copy-editing, English editing, proofreading by the authors, final comections,
pagination, and, pubbcation on the www.mdpi.com website.

Clinical Trials Registration
Registrafion
Authors are strongly encouraged to pre-register clinical triaks with an international clinical tials register or and to cite a reference to the

regestration in the Methods section. Sutable datsbeses inchude clinicabrials. gov, the EU Clinical Trials Register and those listed by
the World Health Crganization International Clinical Trials Reqistry Platform.

CONSORT Statement

Pharmzcauficals requires a completed CONSORT 2010 checklist and flow diagram A= a condition of submission when reporting the
resufts of @ randomized trial. Templates for these can be found hers or on the CONSORT website (http:/iwww.consort-stalement org)
which also describes several COMSORT checklist extensions for different designs and types of data beyond two group parallel inals. At
minimum, your article should report the content addressed by each item of the checklst. Mesting these basic reporting requirements will
greatly improve the value of your trial report and may enhance its chances for eventual publication.
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RESUMO

A doenca de Parkinson € uma desordem neurodegenerativa caracterizada pela perda de
neurénios dopaminérgicos na substantia nigra pars compacta levando a alteracdo da
integridade dos transportadores dopaminérgicos (TDA). Recentemente, radiofarmacos tém
sido utilizados na clinica para avaliar a integridade do TDA. Estes incluem derivados
tropanos, dentre eles, o radiofarmaco beta-CIT[ 1] que apresenta alta sensibilidade e
especificidade pelo TDA e auxilia no diagnostico precoce da DP por imagem de tomografia
computadorizada por emissdo de foton dnico (SPECT). Este trabalho teve por objetivo
comparar a eficiéncia de radiomarcacéo do beta-CIT com iodo-131, usando cloramina T (CT)
e lodo-Gen® (IG), como agentes oxidantes, a fim de se obter o produto com elevado
rendimento de marcacdo e pureza radioquimica, bem como avaliar a estabilidade do composto
final. O método de radiomarcacdo empregado foi a radioiodinacdo eletrofilica do beta-CIT
com iodo radioativo utilizando os agentes oxidantes CT e IG onde foram avaliados os
parametros de radiomarcacao, a estabilidade e os aspectos fisico-quimicos do composto final.
Os resultados obtidos em ambos o0s processos de radiomarcacao foram semelhantes resultando
em rendimentos radioquimicos e purezas radioquimicas superiores a 95% e 98%
respectivamente, bem como estabilidade adequada até 72 h. O coeficiente de particao tendeu a
faixa hidrofdbica (> 0,12) relacionada com a alta ligacéo as proteinas séricas (> 44%). Este
estudo comparativo demonstrou a possibilidade de alternancia entre os agentes oxidantes 1G e
CT no processo de radiomarcacdo do beta-CIT com iodo radioativo, de acordo com o custo e
a disponibilidade destes agentes no mercado. Foi demonstrado que apesar da CT ser um
agente oxidante mais forte, esta pode substituir o IG sem comprometimento da radiomarcacao
e da estabilidade do produto final, desde que o tempo de reacdo e o pH sejam respeitados,
cabendo ressaltar que a CT requer um tempo de reacdo breve facilitando o processo de
radiomarcacdo do beta-CIT[ 1] utilizado como imagem SPECT no diagndstico precoce da DP

com relevante aplicabilidade na medicina nuclear, em especial no Brasil.

Palavras-chaves: oxidantes, iodo, doenca de Parkinson, radiofarmacos.
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ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by the loss of
dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta leading to changes in the
integrity of dopaminergic transporters (DAT). Recently, radiopharmaceuticals have been
clinically used to assess the integrity of DAT, including tropane derivatives, among them,
[I]iodine-labeled beta-CIT, which has high sensitivity and specificity for DAT and assists in
the early diagnosis of PD by single photon emission computed tomography (SPECT). This
work aimed to compare the efficiency of radiolabeling beta-CIT with iodine-131 (**!1), using
chloramine T (CT) and lodo-Gen® (IG), as oxidizing agents, in order to obtain the product
with high radiolabeling yield and radiochemical purity, as well as to evaluate the stability of
the final compound. The radiolabeling method employed was the electrophilic radioiodination
of beta-CIT using the oxidizing agents CT and IG, in which radiolabeling parameters,
stability and physicochemical aspects of the final compound were evaluated. The results
obtained in both radiolabeling processes were similar, resulting in radiolabeling yields and
radiochemical purities greater than 95% and 98%, respectively, as well as suitable stability up
to 72 h. The partition coefficient tended to the hydrophobic range (> 0.12) and was correlated
to the high serum proteins binding (> 44%). This comparative study demonstrated the
possibility of alternating between oxidizing agents, IG and CT, in the radiolabeling process of
beta-CIT with radioactive iodine, according to cost and availability of these agents in the
market. It has been shown that, although CT is a strong oxidizing agent, it can replace I1G
without compromising the radiolabeling and stability of the final product, as long as the
reaction time and pH are respected. It should be noted that CT requires a brief reaction time
facilitating [ I]beta-CIT radiolabeling process and use as SPECT imaging probe for early

diagnosis of PD, with relevant applicability in nuclear medicine, especially in Brazil.
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