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RESUMO

No mundo, diversas empresas produzem kits para diagndstico de tumores
neuroenddcrinos para marcacdo com *™Tc. Com a intencdo de nacionalizar esse tipo de
produto no Brasil, uma formulagdo foi proposta e baseada na metodologia desenvolvida
por Guggenberg et al, utilizando HYNIC-TOC, SnCl,, EDDA, tricina, manitol e acido
ascorbico. Para marcacao do cold kit, foi utilizado o radionuclideo tecnécio metaestavel
(**™T¢), produzido por um gerador de *’Mo. O produto foi armazenado em temperaturas
de 0 a 8°C e a 25°C antes da marcagdao. Apos marcagao do produto, esse foi mantido em
temperatura ambiente por até quatro horas. O tempo de exposi¢do foi suficiente para
observar a vida do produto em cada método de armazenamento. Considerando-se um
limite de PRQ (pureza radioquimica) de 80%, o produto se mostrou estavel durante os
oito meses, quando armazenado entre 0 a 8°C antes da marcagao, e até quatro horas pos-
marcagdo. Sendo assim, possivel a utilizagdo desse produto, em centro de medicina

nuclear, por periodo mais longo durante o dia.

Palavras-chave: tecnécio, octreotide, somatostatina, radiofarmacia, pureza

radioquimica.



ABSTRACT:

Several companies worldwide produce kits with *™Tc labelling for diagnosing
neuroendocrine tumors. Aiming at producing this kind of product in Brazil, a
formulation was proposed, based on the methodology developed by Guggenberg et al,
using HYNIC-TOC, SnCl,, EDDA, tricine, mannitol and ascorbic acid. For labelling
the cold kit, metastable radionuclide technetium (**Tc¢), produced by a Mo generator
was used. The product was stored at temperatures of 0 to 8°C and at 25°C before
labelling. After the product was labelled, it was kept at room temperature for up to 4
hours. The time of exposure was sufficient to observe the shelf life of the product for
each storage method. Considering a radiochemical purity (RCP) of 80%, the product
remained stable during the eight-month storage at 0 to 8°C before labelling and up to 4
hours after labelling. Therefore, the use of this product is possible in centers of nuclear

medicine for a longer period during the day.

Key Words: technetium, octreotide, somatostatin, radiopharmacy, radiochemical

purity.
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1 INTRODUCAO

A maioria dos tumores neuroendocrinos humanos expressam alta densidade de
receptores de somatostatina. A familia da somatostatina consiste em somatostatina-14 e
somatostatina-28 ¢ pode ser de origem sintética. Ela pode ser inibida por um amplo
espectro de fungdes fisiologicas, incluindo a secrecdo de hormodnios peptidicos. A
somatostatina pode ser considerada um neurotransmissor, um neurohorménio ou um
hormonio que atua através de mecanismos locais autdcrinos ou pardcrinos. (REUBI,
2003).

A acdo da somatostatina, ¢ mediada pela alta afinidade destes aos receptores
localizados na membrana plasmatica das células alvo. Tumores neuroenddcrinos
expressam esses receptores até cem vez mais do que apresentado normalmente no
organismo humano. Ha cinco subtipos de receptores de somatostatina humana: sstl,
sst2, sst3, sst4 e sstS5. Esses subtipos pertencem a superfamilia dos receptores acoplados
a proteina G que, juntos, tém varios efeitos sistémicos intracelulares (REUBI, 2003).

A proteina G ¢ responsavel pela transducdo do sinal entre receptores acoplados a
esta proteina. A proteina G ¢ heterotrimérica , constituida pelas subunidades a, B e 7.
Ela ¢ intermediadora essencial para o mecanismo de transducdo de sinal, ligando-se a
diversos receptores acoplados a proteina G (GPCRs), localizados na superficie celular.
A inativacdo desta proteina ocorre pela agdo da GTPase na subunidade o, a qual
transforma por hidrolise a guanosina trifosfato ativa (GTP) em guanosina difosfato
inativa (GDP) (ALBERTS, 2010).

A cascata de sinalizagdo (figura 1) desses receptores com a somatostatina ou
com um andlogo desta ocorre com a ligacdo desse peptideo aos receptores especificos

inibindo a adenil ciclase e ativando os canais de potéassio e/ou inibindo os canais de
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calcio. Assim, esses receptores sao utilizados principalmente como sitios de ligacao

para um peptideo andlogo, como exemplo, o octreotide (FERONE, 2009).

Caspase 8 MAPK 3/14
TP53 T MAPK 31T Bo7T

GSK3p
EndonucleaseT MK1 671 p53 f Secretion

4 Apoptosis el growth

Figura 1 — Processo desencadeador de receptor somatostatina. Fonte: Ferone (2009)

Os receptores tumorais se ligam com alta afinidade a analogos de peptideos e
nao a um receptor mediador de agdes fisiologicas ou patofisiologicas do peptideo.
Atualmente, esses peptideos radiomarcados estdo sendo utilizados no diagndstico e na
terapia de tumores que expressem em grandes quantidades esses tipos de receptores. O
octreotide (Figura 2) possui alta afinidade pelos receptores sst2 e sst5, afinidade
moderada pelos receptores do subtipo sst3 e ndo possui afinidade pelos receptores dos
subtipos sstl e sst4 (REUBI, 2003). Através da inje¢ao do octreotide, marcado com um

radionuclideo, € possivel localizar esses tumores e suas metastases por cintilografia.
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Figura 2 — Estrutura do octreotideo

No Brasil, 0o HYNIC-TOC (octreotideo) ¢ considerado um radiofarmaco, o qual
recebe esta classificagdo mesmo para o componente nao radioativo, ou seja, o farmaco
para marcagao, conforme a RDC 64/09, a qual descreve os radiofairmacos como ‘...)
preparagdes farmacéuticas com finalidade diagnostica ou terapéutica que, quando
prontas para o uso, contém um ou mais radionuclideos. Compreendem também os
componentes nao-radioativos para marcagdo e os radionuclideos, incluindo os
componentes extraidos dos geradores de radionuclideos”. Assim como o elemento
radioativo ¢ denominado radiofarmaco, o cold kit também recebe essa denominacao no
Brasil (ANVISA, 2009).

Ja, segundo o oOrgdo americano Food and Drug Administration (FDA),
radiofamaco € aquele que apresenta um nucleo radioativo, que espontanecamente exibe
desintegragao de um nucleo instavel com emissdo de particulas ou fotons nucleares,
acoplado a um farmaco. Assim, este ¢ responsavel pela localizagdo em um tecido ou
orgao especifico e o componente radioativo ¢ responsavel pela emissao de raios gama
para uma deteccdo externa ou emissdo da radiagdo de particulas. Os farmacos a serem
complexados com a radiagao sdo denominados cold kits (PONTO,1998).

O radiofarmaco pode ser utilizado para diagndstico (monitoramento/diagnostico
de véarios estados das doencas, utilizando baixa dose de radiacdo) e com finalidade
terap€utica (tratamento de doengas, normalmente utilizando doses elevadas de radiacio
atacar as células tumorais e para causar danos no local aplicado) (PONTO, 1998). Esse

tem sua preparacao final em clinicas ou radiofarmacias hospitares. Esta tltima, por sua
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vez, € uma parte integrante do departamento do servigo de medicina nuclear (SMN) e ¢
a responsavel pela preparagao dos radiofarmacos com alta qualidade, sendo base para
um exame qualificado na medicina nuclear. A maioria dos radiofarmécos preparados na
radiofarmacia sao utilizados, principalmente, para diagndstico por imagem, sendo esta a
principal atividade da medicina nuclear (EANM, 2008).

A radiofarmécia exige area de acesso restrito a pessoas treinadas para realizar a
preparagao e o controle de qualidade dos radiofarmacos. A forma de trabalho deve ser
padronizada e deve seguir os procedimentos operacionais padrao (POP), os quais
deverao estar prontamente disponiveis neste local. Toda manipulagdo de materiais
radioativos deve ser realizada utilizando técnicas assépticas, dentro de uma estagao de
trabalho blindada. Nao ¢ permitida a presenga de comida, bebida, cosméticos, cigarros,
etc. Devido a radiacdo, todos os funcionarios que estdo expostos a essa area devem usar
um dosimetro pessoal e, apds a manipulacdo de materiais radioativos, o manipulador
devera utilizar um medidor de radioag¢des ionizantes como o Geiger Muller (SAHA,
2004) para certificar-se de que nao foi contaminado durante o trabalho (EANM, 2008).

A radiofarmacia engloba os estudos relacionados aos aspectos farmacéuticos,
quimicos, fisicos, bioquimicos dos radiofarmacos. Ela compreende uma visdo racional
da concepgao, preparagdo, gestdo, selecao, armazenamento, distribui¢do e uso adequado
dos radiofarmacos. Assim como os itens citados, o controle de qualidade, o qual avalia a
pureza radioquimica (PRQ) ¢ extremamente importante, pois ¢ ele que determina o
resultado da complexacao do farmaco a radiacdo (EANM, 2008).

O radionuclideo mais utilizado nos SMN ¢ o tecnécio, elemento obtido pelo
decaimento do molibdénio (figura 3), que possui uma meia-vida de 66 horas e que ao
decair gera um emissor 3, obtendo-se assim um is6topo de meia-vida curta de 6 horas, o

tecnécio 99 metaestavel de energia y (ZOLLE, 2007; SAHA, 2004).
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Figura 3 — Decaimento do molibdénio. Fonte: Saha (2004)

O tecnécio ¢ disponibilizado em um gerador (figura 4) que possui uma coluna
cromatografica de 6xido de alumina onde fica retido o radionuclideo pai, o molibdénio.
A separacgao dos elementos MoO42' e TcO4 na coluna do gerador ¢ baseada na diferenca
relativa entre a afinidade do *™Tc do *™Mo pela coluna. Quando o eluente, a salina,
passa através da coluna de 6xido de alumina que contém *’MoOs” e **™TcO, este é

eluido (OWNUNWANNE, 1995).
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Figure 1.1 A®Mo-""Tc column generator.

Figura 4 — Gerador de *’Mo/**™Tc. Fonte: Ownunwanne (1995)

O tecnécio possui oito estados de oxidagao, variando de -1 a +7. Considerando a
forma quimica livre, os estados mais estaveis sao 7, 5, 4, 3,1 e 0. Os estados mais
dificeis de estabilizar sdo 6, 2 e -1. O maior estado de oxidacao (+7) ¢ ocupado pelo
anion TcOy4 (figura 5) que ¢ eluido do gerador ’Mo/”™Tc, que é desprezivel se ndo
ligado diretamente a qualquer ligante (ZOLLE, 2007).

9MTe. & necessaria a reducdo do

Para a produgdo dos radiofarmacos com
tecnécio para um menor estado de oxidacdo para que ocorra a complexacdo com a
molécula do fArmaco. Durante esta reducdo o ligante deve estabilizar-se no estado de

oxidacdo inferior, caso contrario, ¢ obtida a forma coloidal (TcO,), sendo esta, uma

impureza gerada pelo processo (ZOLLE, 2007).
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Figura 5 — Tecnécio livre (TcOy"). Fonte: Zolle (2007)

Os farmacos complexados com tecnécio sdo classificados em trés geragoes,
sendo a primeira com foco na distribuicdo, metabolismo, fluxo e excrecdo (ex:
pertecnetato de sodio, coldides, fosfatos e DTPA) e a segunda tendo como objetivo as
propriedades moleculares, como tamanho, carga e lipofilicidade (ex: perfusdo de
miocardio e cerebral). A terceira geragao de radiofarmacos ¢ aquela em que os modelos
de agentes de imagenologia sdo baseados na selecdo cuidadosa das biomoléculas
adequadas para funcionar como vetores eficazes para a administragdo in vivo de
radioatividade em alvos biologicos especificos, tais como os receptores e
transportadores. Esta estratégia implica na abordagem de marcagdo utilizada para
introduzir um radionuclideo em uma biomolécula ndo devendo provocar qualquer
distorcao em sua atividade biologica. O octreotide (HYNIC-TOC) ¢ um radiofarmaco
de terceira geragdo. A introducao do conceito de agente quelante bifuncional (BFCA) e
novos produtos quimicos, como a Tc-tricarbonyl, Tc-nitrido, complexos ligante Tc-
HYNIC e complexos misturados tem ajudado a estabelecer a ligacdo entre o
radioisotopo e a célula alvo (IAEA, 2008).

Os radiofarmacos  99mTc-HYNIC-TOC  (imagenologia de  tumores

111 .
In-octreotide, e *™Tc-

neuroendocrinos), desenvolvidos como uma alternativa para
TRODAT-1 (tnico composto com *’"Tc para estudos de receptores no cérebro) sio os

melhores exemplos de terceira geracdo de **™Tc radiofarmacos (IAEA, 2008).
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O desenvolvimento de radiofarmacos de terceira geragao requer muito cuidado
devido a sensibilidade do produto. Para o desenvolvimento da formula¢ao do cold kit
HYNIC-TOC, conforme experimento desenvolvido por Guggemberg, diversas maneiras
foram testadas para uma formulagdo final. Essa, conforme o artigo, contém 20 pg
HYNIC-TOC dissolvido em etanol 10%, 10 mg EDDA dissolvido em agua, 20 mg
TRICINA dissolvido em agua, 50 mg MANITOL dissolvido em agua e¢ 20 pg
CLORETO ESTANOSO HCI 0,1 N. O ciclo de liofilizagao apresentava as etapas de
congelamento (em nitrogénio liquido <-50°C), secagem primaria (20 horas em — 10°C),
secagem secundaria (4 horas em + 10°C) e armazenamento do produto (2 — 8°C). A
partir de estudos como esses, produtos podem ser desenvolvidos para beneficiar a
populagao.

Atualmente no Brasil, os medicamentos radiofarmacos (ANVISA, 2009) para
diagnostico de tumor neuroenddcrino podem ser marcados com '''In, *™Tc e **Ga. Este
ultimo ¢ utilizado em equipamentos de Positron Emission Tomography (PET); contudo,
a maioria dos SMN ainda nao possuem esse equipamento devido ao custo elevado. O
padrdo ouro utilizado entdo é o '''In-DTPA-[D-Phel]octreotide (Octreoscan®) para
diagnostico deste tipo de tumor (MAMIKUNIAN, 2009). Para a utilizagdo em
equipamentos Single Positron Emission Computer Tomography (SPECT), sao

lllI 99m:

n e P™Tc. A acessibilidade ao *°™

empregados os radionuclideos como Tc ¢ maior

111 99m

que a do '"'In, pois o tecnécio-99m (*™Tc) ¢ produzido através de geradores de *’Mo-

P™Tc, assim como o processo de marcacdo do octreotide, que é realizado dentro do

Servico de Medicina Nuclear. Ja o '

In ¢ produzido em ciclotron cujos poucos servicos
possuem um, e seu processo de marcacao € realizado fora desses servigos. No territorio

nacional, o nimero de gama camaras existentes sobressai ao numero de equipamentos

PET (CNES, 2015). Entre outros beneficios, o tecnécio possui um tempo de meia-vida
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fisica de 6 horas, energia de 140 keV e menor custo de produto (~ R$400/dose) e
energia de 140 keV, uma vez que a gama camara, equipamento utilizado para a
cintilografia, possui uma faixa ideal de energia de 100 a 200 keV, o que permite uma
imagem com maior qualidade utilizando tecnécio. O indio-111, por sua vez, possui
tempo de meia-vida fisica 2,83 dias, energia de 245,4 keV, e elevado custo (~
R$2.000/dose). Uma das grandes vantagens na utilizagdo do HYNIC-TOC-""Tc, tanto
para o paciente quanto para o SMN, ¢ o tempo para a aquisicdo das imagens (realizadas
em 1 e 4 horas apos a administracdo da dose no paciente) que, devido a meia-vida fisica
do radionuclideo, esta ¢ realizada em apenas um dia, além disso possui uma rapida
excrecdo, o que revela mais uma de suas vantagens, ou seja, menor exposicao do
paciente 4 radiagio quando comparado ao mesmo produto marcado com '''In
(GABRIEL, 2003;THRALL, 2003). Porém, hoje, 0 HYNIC-TOC-""Tc¢ ¢ importado
para o Brasil, ndo havendo produgdo nacional deste produto, encarecendo o
procedimento. Os radiofarmacos sdao considerados insumos estratégicos para o pais e
cada vez mais o governo brasileiro tem estimulado industrias a desenvolverem seus

proprios medicamentos ao invés de sua importacao (MCTI, 2012).



