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Resumo

O Ganglio Sentinela (GS) é o primeiro ganglio a receber a drenagem do
sistema linfatico sendo, por isso, de extrema importancia a sua detecdo, para que o
clinico possa estabelecer a terapia a adotar.

O presente trabalho teve como principal objetivo o desenvolvimento de
compostos potencialmente Uteis para a visualizacdo do GS, nomeadamente
macromoléculas poliméricas, do tipo dextrano-amina-manose, marcados com ®Ga, de
forma a ultrapassar alguns inconvenientes associados ao uso do *"Tc.

Para se alcancar este objetivo sintetizou-se e caraterizou-se a macromolécula
dextrano-amina-dota-manose. Este composto contém unidades de manose (15
unidades/mol dextrano) para o alvejamento in vivo dos receptores de manose e a
unidade quelante dota para a estabilizagdo do radiometal.

O conjugado sintetizado permitiu preparar o composto radioativo °'Ga-
dextrano-amina-dota-manose, obtido com elevado rendimento de marcagdo apos
aguecimento a 100°C durante 15 minutos.

Estudos de estabilidade mostraram que o radiocomposto de °’Ga-dextrano-
amina-dota-manose € estavel in vitro, apresentando, apés 24h, uma pureza
radioquimica superior a 95% na mistura reacional. Quanto aos estudos de
estabilidade, na presenca dos aminoé&cidos glutationa (2h) e apotransferrina (24h) a

37°C, nada se pode concluir.
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Abstract

The Sentinel Ganglion (GS) is the first ganglion to receive lymphatic drainage
and, therefore, it is extremely important to perform its early detection in order to avoid
the lymphatic spread and to establish the adequate therapy.

This study aimed to contribute for the development of compounds potentially
useful for detection of sentinel lymph node, based on polymeric dextran-amine-
mannose derivatives labeled with ®’Ga, in order to overcome some drawbacks
associated with the use of *"Tc.

To achieve the proposed goal a new dextran-amine-dota-mannose derivative
has been synthesized and characterized. This compound contains mannose units (15
units/ dextran mol) for in vivo targeting of mannose receptors and a dota chelating unit
to stabilize the radiometal.

The new dextran bioconjugate allowed the synthesis of the radioactive
compound °’Ga-dextran-amine-dota-mannose, which has been obtained in high
radiochemical yield after labeling at 100°C for 15 minutes.

Stability studies showed that ®’Ga-dextran-amine-dota-mannose is stable in
vitro, presenting a radiochemical purity > 95% after 24h. Relatively stability studies, in
the presence of the amino acids glutathione (2h) and apotransferrine (24h) at 37°C,

nothing can be concluded.
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1. Introducao

1.1 Consideracg0Oes gerais sobre a Medicina Nuclear

Em 1973 a Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization - WHO)
definiu a medicina nuclear (MN) como sendo uma disciplina “... que engloba todas as
aplicacdes médicas de materiais radioativos no diagnostico, tratamento e investigacao
médica, a excecdo do uso de fontes seladas de radiagdo em radioterapia™.

A area de conhecimento da MN inclui, para além da medicina, a fisica, a
farmacia, a biologia, a quimica, a matemética, a ciéncia computacional e todos os
ramos da engenharia dedicados ao desenvolvimento de instrumentagéo que possibilite
a aplicacéo das técnicas de MN."

A MN abraca uma vasta gama de aplicagbes tais como as metodologias da
imagem que vao desde a autoradiografia classica, Tomografia de emissdo com fotéo
anico (Single Photon Emission Computed Tomography - SPECT) e a Tomografia por
Emissdo de Positrdes (Positron Emission Tomography - PET) usando elementos ou
moléculas radioativas. A andlise e interpretacdo das imagens obtidas, por um
especialista médico, conduzem ao diagndstico e consequente terapia.’

Talvez se imponha, antes de mais, colocar uma questdo: Porqué a MN? As
razdes sao diversas e destacam-se como mais importantes as seguintes: é a melhor
metodologia, dentre todas as disponiveis, para informacao funcional; os métodos de
detecdo sdo os mais sensiveis (capazes de detetar massas inferiores ao picomole),
permitindo a execugdo dos estudos em condicdes fisiologicas, sem interferéncia com
0S processos que se pretendem estudar; a maioria das moléculas pode ser marcada e
usada como radiotracador, tornando esta metodologia multiparamétrica, Unica entre
todas as outras disponiveis, que s6 informam sobre uma propriedade ou um pequeno
namero de propriedades; permite obter resultados quantitativos; através das imagens
da diretamente resultados funcionais em termos relativos; os exames podem ser
repetidos em periodos curtos. No entanto, devem ser destacados alguns pontos
negativos das técnicas de MN, tais como, a necessidade de um ambiente néo-
convencional e precaugdes apods os exames (ndao podemos “desligar” a radioatividade
como um dispositivo de raios X); a necessidade da administragdo de radiofarmacos
com libertagdo de radiag&o ionizante; pior resolugdo espacial do que a generalidade

das técnicas morfoldgicas.*



A MN experimenta atualmente desenvolvimentos importantes na maioria das
areas da sua aplicacdo. Novas moléculas biolégicas marcadas, novas técnicas de
marcacdo celular; novos conceitos na detecdo da radiacdo; melhorias na
instrumentacdo; viabilizagdo das técnicas multimodais, sistemas de imagem que
reunem informacdo anatémica e molecular numa técnica, por exemplo, PET-CT (CT =
Computed Tomographic), SPECT-CT, PET-MRI (MRl = Magnetic Resonance
Imaging); rapido crescimento nas capacidades dos métodos computacionais e uma
parceria muito mais bem compreendida com as disciplinas clinicas estdo a criar um
novo perfil na MN. Estes desenvolvimentos estdo a ter um efeito fortemente positivo
em termos de melhoria na qualidade do diagndéstico em muitas situacdes e, é
esperado um decréscimo da exposi¢éo dos pacientes a radiacéo ionizante."

A MN ¢, entdo, uma especialidade médica que recorre a utilizagéo de farmacos
sem acgdo farmacologica — radiofarmacos — que incluem na sua composi¢do um
is6topo radioativo (radionuclideo) de elementos metélicos ou ndo metélicos.?

Dependendo da natureza e da energia da radiacdo emitida, assim estes
medicamentos radioativos sdo utilizados como agentes terapéuticos para o tratamento
de determinado tipo de tumores ou como agentes de imagem para a visualizacdo de

6rgaos, tecidos ou processos biolégicos.*?
1.1.1 Radiofarmaco

O radiofarmaco pode ser definidko como um medicamento que contém um
is6topo radioativo na sua composicdo, usado em Medicina Nuclear, adequado para a
administracdo em humanos para fins de diagnostico (aproximadamente 95%) e em
terapia, e que ndo origina usualmente uma resposta fisiolégica. Apresenta dois
componentes basicos e distintos: o radionuclideo que pode emitir fotdes y ou
particulas B, para o diagndstico, que sdo detetados no exterior do corpo, fornecendo,
desta forma, as imagens dos 6rgéos ou tecidos dependendo da sua localizacdo, ou
emitir particulas ', a, ou eletrdes de Auger, para a terapia, que poderéo destruir as
células tumorais; e o vetor quimico, que permite a incorporagéo do radionuclideo numa
forma quimica adequada, levando, desta forma, a fixacdo preferencial no érgao ou
sistema a estudar. A técnica PET recorre a administracdo de radiofarmacos que
contém radionuclideos emissores B*. A obtencdo de imagem baseia-se na detecdo
dos fotdes y de 511 keV, emitidos em direcbes opostas mas sentidos coincidentes, e

gue resultam da aniquilacdo entre o positrdo (B - antiparticula do eletrdo) e os



eletrdes do meio (tecido). A técnica SPECT recorre a administragdo de radiofarmacos
emissores de radiagdo y.>*

Uma vez que os radiofarmacos sdo administrados em seres humanos, 0s
radiofarmacos com utilidade em diagnostico e em terapia devem apresentar
carateristicas 0 mais proximo possivel das carateristicas ideais no que diz respeito as
propriedades do radionuclideo (tempo de semi-vida efetiva, razdo 6rgdo alvo-fundo,
toxicidade, disponibilidade e preco).??

A maior parte dos radiofdrmacos em utilizacdo clinica sdo preparacbes
injetAveis que deverdo apresentar as seguintes carateristicas: ser estéreis,
apirogénicos, isoténicos (NaCl a 0,9%) e apresentar um pH adequado.??

Os radionuclideos que tornam possiveis as diferentes técnicas da MN néo se
encontram disponiveis na natureza, sendo necessario proceder a sua produgdo por
meios artificiais, recorrendo a reagfes nucleares, tais como, a cisdo nuclear, a
ativagdo por neutrdes e a irradiagdo com particulas carregadas. A cisdo nuclear é um
processo de producdo geralmente desencadeado pela exposicdo dos nuclideos a
neutrdes térmicos num reator nuclear, resultando em nucleos de nimero atémico
menor, geralmente entre 30 a 65. Alguns dos nuclideos assim formados podem ser
separados dos outros fragmentos da cisdo por processos quimicos, sendo largamente
utilizados em ciéncias biomédicas e, em particular, em MN. A cisdo € 0 mecanismo
utilizado, por exemplo, na producdo do Molibdénio-99. O Molibdénio-99 é utilizado
para a producédo de geradores de Tecnécio-99m. No gerador, é colocado numa coluna
de alumina (Al,O3), ficando na forma de anido molibdato (MoO,?*). Pelo decaimento o
Molibdénio-99 ir4 produzir o Tecnécio-99m.*

A ativacdo por captura de neutrbes € também um processo de producao
geralmente desencadeado num reator nuclear, fazendo uso do fluxo destas particulas
ai gerado. Este processo é utilizado, por exemplo, na produgédo do Molibdénio-99 e
Fosforo-34.*

A irradiagdo com particulas carregadas, levando a transmutagédo de nuclideos, é o
processo utilizado no ciclotrdo. Um material alvo € irradiado por particulas leves
aceleradas, nomeadamente protbes, deuterbes, ou nalguns casos, particulas a, que
d&o origem a reacéo nuclear.

Embora o *™Tc seja, hoje em dia, o radioisétopo mais utilizado em Medicina
Nuclear, um grande numero de radioisétopos tém encontrado aplicacdo quer em

diagnéstico (***1, , °'TI, °’Ga, **In, **Xe e ®"Kr) quer em terapia (**'1).*



Os radionuclideos utilizados para o diagnostico sdo emissores de radiagéo y ou
particulas B*. Os radionuclideos emissores de radiagdo y com carateristicas fisicas
mais adequadas para o diagnéstico em MN s&o o *™Tc(t,,=6,02h, E,max=140 keV), o
23 (t1,=13,20h, Eymag=159 keV), ®’Ga(t1,=78,26h, Eyma=296 keV), **TI(ty,=72h,
Eymax=167 keV) e 0 "In(ty,=67,9n, E,man=245 keV), *O(t1,=2,03 min, Eg’man=650
keV), N(t12=9,98 min, Eg'man=432 keV), "C(t1,=20,4 min, Eg'man=326 keV) e o
¥ (t1,=109,8 min, Eg’man=202 keV), sendo este Gltimo o mais utilizado nos diferentes
procedimentos de diagndstico.

As carateristicas mais importantes de um radiois6topo a ser utilizado em
imagens sdo: o periodo e modo de decaimento do radiois6topo, a energia de radiacado
emitida e o custo e facilidade de obtencdo do radionuclideo. O periodo de semi-
desintegracdo de um radionuclideo deve ser suficientemente longo de modo a permitir
a producgéo do radiofarmaco e obtencdo da imagem, mas néo tdo longo que torne a
sua dosimetria desfavoravel para o doente. A energia deve ser adequada ao sistema
de detecao a ser utilizado, no caso das camaras utilizadas em SPECT os raios y
devem ter valores de energia entre 100 e 150 keV, enquanto na técnica PET, os raios
y detetados apresentam valores de energia de 511 keV. Devido as suas carateristicas,
as técnicas de detecao, a resolucdo espacial e a sensibilidade da técnica PET (4-8

mm) s&o superiores as da técnica SPECT (7-10mm).%23

1.1.2 ®’Ga — Radionuclideo de diagndstico

O Gaélio (do latim, Gallia) foi descoberto em 1875 por Lecop de Boisbaudran,
quimico francés, através do seu espetro carateristico, ao examinar uma blenda de
zinco (mineral composto por sulfureto de zinco, ZnS) originaria dos pirinéus. No
mesmo ano foi isolado pelo proprio Lecop Boisbaudran através do processo de
eletrélise do hidroxido numa solucdo de hidroxido de potassio (KOH), atribuindo ao
novo elemento o nome do seu pais natal: Gallia.?**°

O galio é um metal do grupo IlIB da tabela periddica e em condi¢cdes
fisioldgicas existe apenas no estado de oxidacdo +3. Este fato é determinante no que
respeita a sintese de radiofarmacos. Tal como o boro, o aluminio e o indio, este metal
é classificado como «acido duro» estabelecendo ligacdes preferenciais com bases de
Lewis i6nicas e nao polarizaveis tais como atomos de azoto e oxigénio (grupos
carboxilato, fosfonato, fenolato e amino). A quimica de coordenacédo do Ga(lll) é muito

semelhante a do Fe(lll) o que, como veremos, tem importantes implicacbes no que



respeita & sua utilizagcdo na preparacdo de radiofarmacos. Em solugdo aquosa 0s
catibes hidratados Ga(lll) sdo apenas estaveis em condi¢Bes acidicas, ocorrendo
hidrolise, por elevacdo do pH, com formac&o dos hidroxidos insoltveis Ga(OH)3.!

A quimica de coordenacgéo do gélio tem merecido grande interesse, sobretudo
devido & utilizag&o potencial de is6topos radioativos de galio em radiofarmacos.*

Existem trés radionuclideos de galio (*°Ga, °’Ga, ®®Ga) com carateristicas
fisicas apropriadas a sua utilizagdo em SPECT ou em PET.*

0O %Ga (t12=9,45 h), emissor de positrbes de elevada energia (4,1 MeV) é
produzido em ciclotrdo a partir da reacdo °°Zn(p,2n)**Ga. Existem muito poucos
exemplos da utilizacdo deste radiois6topo. O dotatoc, analogo do otreétido conjugado
com o dota, foi marcado com este radionuclideo, tendo sido aplicado no estudo dos
recetores do subtipo Il da somatostatina e no estudo dos recetores de estrogénio no
cancro da mama.*®

0O “Ga (ty2=78,1h) é utilizado em SPECT, sendo produzido num ciclotréo a
partir do ®®Zn enriquecido através da reacéo ®®Zn(p,2n)*’Ga. A analise dos esquemas
de decaimento para o ®’Ga indicam as energias dos fotdes gama e a abundancia:
®"Ga, 93keV (40%), 184keV (24%), 296keV (22%), e 388keV (7%).

O ®®Ga (t,,=68 minutos), emissor de positrdes, é produzido num gerador
®Ge/*®Ga e decai em 89% por emissdo de positrdes. A energia maxima do positréo é
1,899 keV (a energia média por desintegracédo é 740 keV). O longo periodo do *®Ge
(t,,=280 dias) permitindo a obtenc&o do ®*Ga in situ, sem necessidade de se recorrer a
um ciclotrdo exige, por outro lado, um eficiente método de separacéo do ®*Ge do
68Ga.1

Para poderem ser utilizados como radiofarmacos, os radionuclideos de galio
devem ser estabilizados com ligandos que levem a formacdo de complexos
termodinamicamente estaveis em relagcéo a hidrélise a pH fisiologico e cineticamente

inertes na escala temporal dos procedimentos necessarios em Medicina Nuclear.*
1.1.3 Ligandos para o galio

De acordo com as suas carateristicas estruturais podem dividir-se os ligandos
utilizados para coordenar os ibes Ga®*" em dois grandes grupos: os ligandos de cadeia
linear e os ligandos macrociclicos. Muitos ligandos pertencentes a ambas as classes
possuem, para além dos locais de ligacdo ao metal, grupos funcionais (-NH, ou —

COOH) que lhes permitem a ligacdo a uma macromolécula. A desferrioxamina_B



(DFO) — como se pode observar na Figura 1.1, é um exemplo de um ligando de cadeia
linear que tem sido utilizada como ligando bifuncional por apresentar elevado
rendimento de marcacéo com o ®’Ga*". O quelato apresenta um grupo —NH, disponivel

o o |
N N i
/ J< / —< 7
V/CH7)5 (CH2)5 /CHZ)b (CH2)$ CH2)5
7\ > >/

0 4 OH 0 \OH 0 OH

para acoplar biomoléculas.

Figura 1.1: Estrutura com indicac&o do local de ligacdo dos grupos substituintes do DFO: NH,."

Devido a estrutura quimica pré-organizada dos ligandos macrociclicos, eles
s&o considerados os mais adequados para estabilizar o ®’Ga. Estes ligandos s&o, por
defini¢cdo, ligandos polidentados ciclicos contendo atomos dadores incorporados no
anel e que geralmente contém grupos substituintes ligados ao esqueleto do anel. As
principais caracteristicas que diferenciam os macrociclos dos seus analogos lineares
sdo a elevada estabilidade dos complexos formados, a especificidade e seletividade
em relacdo aos catibes a coordenar. A maior desvantagem deste tipo de ligandos é a
lenta cinética de formacdo dos complexos que €, no entanto, compensada pela
igualmente lenta cinética de dissociacdo dos mesmos. Ao encapsularem o ido
metalico, protegem-no eficazmente de ligandos competidores, nomeadamente, no
caso do galio, da transferrina (proteina plasmatica transportadora de ferro), e que é o
principal competidor para 0 Ga** na corrente sanguinea. Com efeito o gélio e o ferro
partilham uma quimica muito semelhante: carga, raio iénico (62 pm para o Ga*" e 65
pm para o Fe*") e preferéncia pelo nimero de coordenac&o 6. A transferrina possuli
dois locais de ligacéo ao ferro que tém elevada afinidade para o Ga®" e esta proteina
existe em concentragdes elevadas no plasma, 2,5 x 10° M. As constantes de ligac&o
do galio a transferrina sdo respetivamente, log K(Ga-tf) = 20,3. Assim, quando se
injeta ®’Ga*®" na forma de citrato de galio ou de outro complexo pouco estavel, mais de

90% deste metal é complexado pela transferrina.*



O ligando 1,4,7-triazaciclononano-N,N",N""-triacetato (nota) e o 1,4,7,10-

rrs

tetraazaciclododecano,N,N",N"",N"""- tetraacetato (dota), como se pode visualizar na
Figura 1.2, sdo ligandos macrociclicos que tém sido utilizados como ligandos
bifuncionais para complexar o ®’Ga, uma vez que formam quelatos de elevada
estabilidade. Essa elevada estabilidade deriva do excelente «encaixe» do pequeno ido

metalico (raio i6nico 0.76 A) na cavidade do ligando®.

Figura 1.2: Estrutura dos macrociclos nota (1,4,7-triazaciclononano-N,N",N" -triacetato)

(esquerda) e dota (1,4,7,10-tetraazaciclododecano, N,N",N"",N"""-tetraacetato) (direita).*

1.1.3.1 Ligando bifuncional — dota

O dota é um ligando tetraamina ciclico que apresenta elevada estabilidade
termodindmica e uma elevada inércia cinética de descomplexacdo, carateristicas
fundamentais para qualquer aplicacédo in vivo. Devido a elevada estabilidade dos seus
complexos com muitos ides M (2+) e M (3+) este agente quelante tem sido o mais
utiizado para a derivatizacdo e radiomarcacdo de moléculas bioativas, sendo
considerado um ligando universal utilizado para a marcacdo com radiometais de ides
trivalentes, como os radiolantanideos e também o %Ga. Para a marcagdo de
biomoléculas o ligando dota é derivatizado a partir das aminas da cadeia ciclica ou a
partir da cadeia carbonada, sendo designado assim por ligando bifuncional, uma vez
gue fica com capacidade de estabilizar o centro metalico e de simultaneamente se

ligar covalentemente & biomolécula.™’



1.1.4 Radiofarmacos de galio-67

O ®Ga, na forma de citrato de galio, foi durante muitos anos utilizado na
detecdo de processos inflamatérios, mas caiu em desuso com o desenvolvimento de
métodos de marcacao de leucécitos com 0 " Tc-HMPAO ou com o *In-oxina.

No entanto, continua ainda a ser utilizado no diagnéstico de alguns processos
inflamatdrios crénicos, nomeadamente na sarcoidose e em pacientes em que 0s niveis
de glébulos brancos estdo de algum modo comprometidos como € o0 caso dos
portadores de SIDA. Em oncologia utiliza-se o ®’Ga no diagndstico e estadiamento de
alguns tumores dos tecidos moles, nomeadamente nalguns tipos de linfoma. Embora
se saiba que 90% do galio injetado na corrente sanguinea na forma de citrato de galio
€ captado pela transferrina, desconhece-se ainda hoje qual o mecanismo de
incorporagdo do galio na célula tumoral. Tem sido posta a hipotese de ser devida a
captacdo do complexo ®’Ga-transferrina pelos recetores de transferrina de células
tumorais, mas poder&o existir (ou coexistir) outros mecanismos.*

O radionuclideo ®’Ga, por apresentar um tempo de semi-vida elevado e por ser
utilizado para SPECT, tem sido um dos radionuclideos “chave” nos projetos de

desenvolvimento de radiofarmacos para a dete¢do do Ganglio Sentinela (GS).

1.2 Algumas consideracdes sobre o Ganglio Sentinela (GS)

O sistema linfatico forma um sistema de circulacdo de liquido pelo corpo
humano, neste caso de linfa, sendo constituido por uma vasta rede de 6rgaos
linfoides, linfonodos, dutos linfaticos, tecidos linfaticos, capilares linfaticos e vasos
linfaticos. E responsavel pela manutencdo do equilibrio hidrico nos tecidos; pela
absorcdo de &cidos gordos e subsequente transporte da gordura para o sistema
circulatério; pela producéo de células imunes, como os linfécitos, mondcitos e células
produtoras de anticorpos conhecidas como plasmécitos; pela protecdo contra o0s
microrganismos e substancias estranhas e pela drenagem do excesso de fluido
intersticial dos espacos extra-celulares que, ao passar para o interior deste sistema, se
designa por linfa. A linfa flui através dos vasos linfaticos até aos ganglios linfaticos,
onde o seu movimento € unidirecional, sendo posteriormente devolvida a circulagéo

sanguinea.?®



O sistema linfatico fornece trajetérias para a propagacdo (metastases) das
células tumorais de uma parte do corpo para a outra. As patologias dos nédulos
linfaticos sdo demonstradas pela diminuicdo ou mesmo auséncia do fluxo da linfa.®®

Os ganglios linfaticos, pequenas estruturas de aproximadamente 1lcm de
didametro, s&@o responsaveis pela filtracdo da linfa, removendo moléculas,
microorganismos e células estranhas para que ndo atinjam a corrente sanguinea.
Estas estruturas participam ainda ativamente na iniciagdo e resposta imunitaria do
organismo, encontrando-se no seu interior linfécitos B, linfécitos T e macréfagos.
Apesar de se aglomerarem principalmente em grandes grupos na regido cervical,
axilar, toracica, abdominal e pélvica, os ganglios linfaticos encontram-se também
distribuidos em menor nimero por todo o organismo. Assim, cada ganglio recebe linfa
de uma determinada regido especifica do corpo.?°

Cabanas, em 1977, prop6s o envolvimento do sistema linfatico na
disseminacdo sequencial do tumor primario durante os seus estudos nos pacientes
com carcinoma no pénis. Descobriu que um ganglio linfatico especifico na virilha, que
se manteve constante na sua localizacéo e que, consequentemente denominado como
“ganglio sentinela”, era a area de drenagem preferencial do carcinoma das células
escamosas do pénis. Durante a sua pesquisa percebeu que o GS era a primeira
posicdo da localizagdo das células tumorais através dos vasos linfaticos antes da sua
passagem para outros ganglios de via de drenagem linfatica. Assim, deduziu que o
status do sistema linfatico inteiro poderia ser previsto pela identificacdo, dissecacdo
cirtrgica e subsequente exame histopatolégico do GS. Assim, a ocorréncia de doenca
metastatica no GS pode ser usada como um possivel indicador de propagacdo da
doenca noutros ganglios da regido, e, portanto, a dissecacdo dos ganglios linfaticos
regionais pode ser recomendada. Da mesma forma, a auséncia de doenga no GS
pouparia 0s pacientes do trauma da dissecacdo de outros ganglios da regido
particular. Desde entdo, o GS, termo postulado por Gould et al. em 1960, foi
considerado como o0 ganglio linfatico que apresenta maior probabilidade de
disseminacao linfatica, ou seja, o primeiro géanglio linfatico que recebe drenagem
linfatica do tumor primério, sendo a sua detecdo importante para o estadiamento do

tumor e da terapéutica a adotar (Figura 1.3),'0112131415



Figura 1.3: Concetualizagdo esquemética do ganglio sentinela: a — artéria, b — veia, ¢ — canal

linfatico, d — ganglio sentinela, e — segundo ganglio linfatico, f — terceiro ganglio linfatico.™*
1.2.1 Técnicas utilizadas para a detecdo do GS

A visualizagdo da drenagem linfatica comecgou no final do século XVIII, quando
Sappey et al. tentaram a realizacdo de imagens do sistema linfatico complexo da
mama usando injecBes de mercurio. Foi mais tarde descrito por Haagensen et al. no
“The Lymphatics in Cancer”, onde descreveu os estudos anatémicos usando injegdes
de varios fluidos marcados. Dos vérios estudos realizados, a melhor visualizagdo do
local exato e o nimero de ndédulos sentinela foi conseguido através da linfocintigrafia.*?

A linfocintigrafia € uma técnica de imagiologia nuclear que envolve o uso de
radionuclideos para a obtencdo de informacdo morfolégica e funcional da drenagem
linfatica. Tem sido utilizada para o mapeamento do GS de varios tumores, auxiliando,
entdo, na adaptacdo do campo cirurgico e na determinacdo do local cirdrgico. Esta
técnica envolve uma injegdo de macromoléculas radiomarcadas quer no local
anatébmico mais distal da origem dos vasos linfaticos quer no local “doente”. As
carateristicas e as propriedades dos agentes utilizados sédo os fatores principais que
regulam a eficiéncia desta técnica. A integridade dos nodulos, permeabilidade dos
canais linfaticos, juntamente com outros fatores biolégicos como a supressao da
atividade fagocitica do macré6fago que afeta a integridade do nédulo em causa, a
propulséo da linfa, a cirurgia recente ou a radiacdo na area da drenagem linfatica
conduz a adequada localizac&o dos ganglios linfaticos regionais. 23161718

Nos casos de detecdo do GS por esta técnica, € pratica clinica comum a
abordagem cirargica, com confirmacdo e remocdo dos ganglios linfaticos auxiliares

(Auxilliary Lymph Node Dissection — ALND). Esta abordagem é considerada invasiva
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e apresenta uma grande morbilidade associada devido ao elevado niumero de ganglios
removidos cirurgicamente. Em alternativa, surgiu recentemente a biopsia radioguiada
ao GS (Sentinel Lymph Node Biopsy — SLNB). E uma técnica mais precisa € menos
invasiva, uma vez que tem por objetivo a detecéo e remocao apenas do GS através da
sua prévia localizacdo anatémica, recorrendo a administragcéo local de um composto
radioativo que se acumula no GS. A detecdo do local de maior radioatividade é
efetuada com uma sonda gama, a superficie e no interior do paciente, para identificar
o ganglio a remover (Figura 1.4),1819.202122.23.24

A localizacdo e a biépsia do GS representam um dos mais recentes
desenvolvimentos na cirurgia. Encontram-se bem estabelecidas para identificar e
examinar cuidadosamente apenas 0s ganglios que recebem drenagem diretamente do
local primario. A dissecagcdo completa do GS pode, agora, ser restrita aos pacientes
com doenga metastatica demonstrada pelo GS, “poupando” os pacientes da cirurgia e
dos riscos e complicagfes inerentes, o que lhes oferece uma melhor qualidade de

vida.?®

Figura 1.4: Biépsia radioguiada ao GS.”®

1.2.1.1 Corantes organicos usados como co-adjuvantes na detecao
do GS

A administragdo de um corante organico como co-adjuvante permite aumentar
a sensibilidade do método de detecdo do GS (SLNB) com base na visualizacao do
corante no ganglio que ja contém o radiofarmaco.*>*2"2%.2
Cada agente apresenta as suas vantagens e desvantagens para a localizac&o

do GS. O radiofarmaco é util para revelar a localizacdo geral, no corpo, para a
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iniciacao da inciséo cirtrgica e para identificacdo definitiva do GS, guiada pela sonda,
durante a cirurgia. O uso do corante azul permite a visualizacdo do GS, durante a
cirurgia, o que facilita o desempenho da mesma. Uma desvantagem significativa do
corante azul € que deve ser injetado imediatamente antes da cirurgia, uma vez que se
move rapidamente para os vasos linfaticos e é pouco retido pelo GS. Tal fato constitui
uma enorme desvantagem quando se usa apenas o corante azul: um ganglio linfatico
secundério pode ser identificado erroneamente como um GS, devido a passagem
rapida de todo o corante através do GS.'2303%32

Atualmente, a detecdo dual do GS, recorrendo ao corante azul e ao
radiofarmaco é considerado o método de referéncia, pois, ndo sé melhora a taxa de
detecdo (estimada em 95%) como também reduz o risco de resultados falsos
negativos, reduz a recidiva axilar em casos em que a dissecagdo axilar ndo é realizada
porque o GS ndo é metastéatico e reduz o numero de inje¢cdes durante o procedimento
da biopsia radioguiada ao GS, reduzindo assim a dose de radiagdo a que o paciente
esta sujeito. No entanto, este método pode ser inadequado para o mapeamento do GS
no cancro das pequenas células do pulmao: o uso dos corantes azuis é limitado in vivo
pela pobre visibilidade, particularmente na presenca de nddulos no mediastino,

diminuindo assim a razéo sinal-fundo que permite a detec&o nodal.**343°

1.2.2 Radiofarmacos usados na detecéo do GS

1.2.2.1 Propriedades dos radiofarmacos

Os radiofarmacos utilizados na detecéo do GS sdo administrados localmente a
diferentes profundidades (a superficie: via intra-venosa; em profundidade: espaco
intersticial/vaso linfatico), uma vez que a farmacocinética in vivo da maior parte dos
compostos é a partida desconhecida.?

Genericamente, um radiofarmaco para a detecdo do GS devera preencher
certos requisitos, entre os quais se destaca: ser estavel in vivo, apresentar rapida
depuracdo do local de injecdo, reduzida taxa de migragdo, elevada acumulacdo no
GS, particulas de pequeno didmetro e elevada afinidade para o recetor.?

Desta forma, estes compostos radioativos deverao ter particulas de dimensées
uniformes, compreendidas entre os 5 nm e os 100 nm. As particulas inferiores a 5 nm

sdo rapidamente absorvidas pelos capilares sanguineos, e consequentemente, ndo
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atingem o sistema linfatico, enquanto as particulas de dimensdes superiores a 100 nm
apresentam dificuldade em migrar através dos canais linfaticos até ao ganglio.?®*%%
Foi descrito num estudo preliminar realizado por Cremonesi et al. que a
administracdo de particulas coloidais com dimensfes entre os 200 nm e 1000 nm
proporcionou uma melhor e mais facil localizagdo do GS no cancro da mama,
relativamente a particulas de menores dimensdées, levando a um melhor compromisso
entre a rapida drenagem linfatica e a retencdo satisfatéria no GS. No entanto, os
compostos com tais carateristicas ndo se encontram disponiveis para exames clinicos

de rotina.*®
1.2.2.2 Radiofarmacos em uso clinico

As preparacgOes radiofarmacéuticas foram desenvolvidas logo apds a Segunda
Guerra Mundial. Em 1955, Hultborn et al. relataram o uso clinico de coloides de **®Au
para a linfocintigrafia. As suas particulas apresentavam dimensdes relativamente
uniformes, entre os 5-30 nm. No entanto, estes radiofarmacos apresentavam duas
problematicas: fraca resolugédo espacial devido a intensidade dos fotbes gama (412
keV) e elevada dose de radiacdo (600 mGy/MBq) no local de injec&o, observando-se
por vezes necrose dos tecidos.*?®

Com novas investigagdes, o ®"Tc foi introduzido como um substituto ao ***Au,
uma vez, que apresenta disponibilidade, é barato e leva a imagens ideais com
carateristicas de dosimetria ideais quando comparado com o anterior. Foram, também
desenvolvidos radiofarmacos, com outros radionuclideos, para 0 uso em
linfocintigrafia, como por exemplo, citrato de ®’Ga, **’Hg ou anticorpos monoclonais
marcados com o *In, 13| g 1] 1227:38

A nanotecnologia foi um dos progressos tecnoldgicos, que proporcionou um
grande impulso a imagem do GS. O seu desenvolvimento contribuiu,
significativamente, para a localizagdo do GS em varios tipos de cancro. As
nanoparticulas podem, eventualmente, levar a detecdo do GS, visualizacdo e
identificacdo da sua localizacdo no corpo (imagens in vivo em tempo real), podendo
levar a completa eliminacdo das células cancerigenas identificadas pela localizagédo
precisa do GS.*

Os coldides de trissulfureto de antimoénio foram as primeiras nanoparticulas a
serem marcadas com o ®"Tc (*"Tc-ATC), apresentando dimensdes que variam entre
0os 3 nm e os 30 nm. Estes coloides revelaram utilidade na detecdo do GS, tendo

identificado 94% dos ganglios que continham metastases. No entanto, estas
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nanoparticulas ndo se encontram disponiveis, comercialmente, na Europa. Além disso,
observaram-se diversas rea¢cfes adversas, associadas a formacdo de coloides de
¥mTc e & elevada toxicidade do antiménio.””*

Os coldides de enxofre marcados com *"Tc (*™Tc-SC) sdo, atualmente, os
agentes mais empregues, na pratica comum, na localizagdo do GS. Apresentam
dimens@es que variam entre os 100 e os 5000 nm, sendo o tamanho das particulas
determinado pela técnica de preparacdo e pelo processo de marcacdo. As suas
principais desvantagens relacionam-se com a fraca especificidade e depuracédo lenta
do local de administracdo, podendo levar a discriminacdo de ganglios linfaticos
préximos do local de inje¢&o.?**

As particulas de albumina de soro humana marcadas com **"Tc (**"Tc-HSA)
sdo outro dos agentes muito utilizados na pratica clinica para a dete¢cdo do GS, em
especial pela Europa. Apresentam um diametro que varia entre 6 a 8 nm. No entanto,
a sua imagem apresenta uma limitagdo uma vez que esta molécula n&o é reconhecida
pelo sistema linfatico e ndo se acumula nos nédulos linfaticos, atravessa o conjunto de
canais linfaticos até ao sistema de circulagdo, um fato que dificulta a identificagdo do
GS.39’40

Com o intuito de avaliar as abordagens de imagem pré e intra-operatérias do
GS, T. Buckle et al. fizeram um estudo, com recurso a modelos murinos com cancro
da mama metastatico, em que compararam o procedimento pré-operatério usando o
¥MTc-Nanocoll (Agregados de albumina humana marcados com o *™Tc) baseado em
procedimentos intra-operatérios com a indocianina verde (ICG). Além disso,
demonstraram a utilidade do agente de imagem multimodal supramolecular, a ICG
incorporado no *™Tc-nanocoldides de albumina para a imagem pré e intra-operatéria
combinada do GS, como se pode verificar na Figura 1.5.**

Apés a conclusdo deste estudo, T. Buckle et al. verificaram que o *™Tc-
Nanocoll apresentava um elevado sinal de especificidade relativamente a baixa razéo
sinal-fundo encontrada para a ICG. Por outro lado, a dete¢&o radioativa e fluorescente
do complexo ICG-*"Tc-Nanocoll retratou com precisdo as carateristicas idénticas na
situacdo pré e intra-operatoria, respetivamente. Isto pode aumentar significativamente

a viabilidade da imagem intra-operatéria do GS via fluorescéncia.**
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Figura 1.5: Representacdo esquematica do coldide de albumina radiomarcado com C

(nanocoll) e marcagéo fluorescente com ICG: a — Nanocoll (agregados de albumina serosa

99m. 99m:.
T

humana); b - ¢, ¢ — P™c-Nanocoll; d — ICG; e — Complexo multimodal (ICG-*"Tc-

Nanocoll).*

Um outro estudo foi realizado por A. Leeuwen et al., com o objetivo de melhorar
a precisdo da detecéo intra-operatoria do GS no cancro da prostata. Para tal, fizeram
uso de um modelo de murinos com adenocarcinoma transgénico da prostata
(Transgenic Adenocarcinoma of mouse prostate - TRAMP) que foram submetidos a
injecdes intratumorais de: um cocktail de corante Patent Blue (Pb) ICG; um cocktail de
radiocoldides de albumina (**"Tc-Nanocoll), Pb e ICG ou um cocktail de albumina
radiomarcada (**"Tc-Vasculosis), Pb e ICG. Neste estudo chegaram a conclusdo que
a imagem do ganglio linfatico com um cocktail de Pb, ICG e **"Tc-Nanocoll levou a
obtencao de informacao visual adicional sobra a precisdo da inje¢édo (Pb), e fornece a
possibilidade de orientacdo de fluorescéncia otica durante o procedimento cirdrgico
(cG).*

O. Brouwer et al. realizaram um estudo comparativo entre o padrdo de
drenagem linfocintigrafico do tracador hibrido ICG-**"Tc-nanocoldides e o padréo de
drenagem do *™Tc-nanocoldides. Para atingirem o seu objetivo realizaram o
procedimento para cada um dos radiofarmacos ap0s a inje¢cdo dos mesmos com
intervalo de tempo estipulado entre as injecbes em 22 pacientes. Ambos os
radiofarmacos demonstraram resultados idénticos e auséncia de efeitos adversos.
Além disso, a introduc&o do ICG no radiofarmaco *™Tc-nanocoléides trouxe uma mais

valia ao procedimento do GS.*
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1.2.3 Novos radiofarmacos para a detecdo do GS

1.2.3.1 Conceitos gerais

Vérios esforcos tém sido realizados no sentido do desenvolvimento de novos
radiofarmacos com maior especificidade para a detecdo do GS. Uma das estratégias
gue tem sido utilizada incide na presenca de unidades de manose nos radiofarmacos.
Os recetores da manose séo recetores transmembranares de 175 kDa, que se
encontram expressos a superficie dos macrofagos presentes no sistema linfatico,
nomeadamente nos ganglios; nas células dendriticas; nas células do endotélio linfatico
e hepético; no baco e nas células mesangiais dos rins. Sao constituidos por uma
regido extracelular rica em cisteina, duas unidades contendo fibronetina, um dominio
transmembranar que permite a ligacdo as células e ainda multiplos dominios de letina
do tipo C que permitem o reconhecimento de glicidos. A sua estrutura primaria é

composta por 11 dominios, como se pode visualizar na Figura 1.6,1%23:42434440.45

L 5 Dominio rico em
- Clatetnas

47 FuB

5 oLTC 1
<
= J oLTC 2
_> 'J oLYC S
bx oLTC 4
—d

> oLTC S

'?‘ % DLYC s
S

S j oLTC?

> oLTC e

Extracelular

Choplasmatico

Figura 1.6: Diagrama da estrutura de dominios no recetor de manose. FNII: dominio do tipo

fibronetina Il, DLTC: dominio de letina tipo-C, C: dominio citoplasmatico.*

Estes recetores sdo considerados recetores endociticos, uma vez que, em
estado estacionario somente 10% a 30% destes encontram-se na superficie celular.
Podem ligar-se a substancias tanto exdégenas como enddgenas. Por esta razdo, 0s
recetores de manose desempenham um papel importante nos processos tanto

homeostaticos como imunol6gicos. Existem evidéncias da inclusdo destes recetores
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no desencadeamento e apresentacdo dos antigénios, na fagocitose e endocitose, nas
cadeias de sinalizacdes intracelulares e na migracéo celular.*****3

F. Ichihara et al. realizaram um estudo com o objetivo de demonstrar que a
migracao dos linfécitos nos ganglios linfaticos através dos vasos linfaticos aferentes é
reduzida nos murinos deficientes nos recetores de manose dos macréfagos (MR),
enquanto a estrutura da vasculatura linfatica permanece normal nestes animais.*

Este estudo demonstrou a importancia dos recetores de manose nos
macrofagos no “trafico” de diferentes subpopulagdes de linfocitos da periferia através
dos vasos linfaticos aferentes nos ganglios linfaticos. Além disso, os resultados
sugeriram que as células tumorais ndo podem, eficientemente, metastizar para o0s
ganglios linfaticos na auséncia de MR nas vasos linfaticos aferentes e,
consequentemente, os tumores atingem tamanhos maiores no local primario de
injecdo. Este estudo favorece a ideia de que os MR podem servir como moléculas de
ades&o durante a migracéo celular para os ganglios linfaticos.**

O desenvolvimento de radiofarmacos com elevada densidade de unidades de
manose conferem especificidade para os macréfagos, podendo identificar-se
indiretamente o GS, uma vez que as moléculas estranhas provenientes do tumor
primario sdo reconhecidas no ganglio em que a linfa € filtrada desencadeando a
proliferacdo dos macréfagos.*

Foram desenvolvidos dois compostos de albumina com a manose até a data
atual. Um deles foi sintetizado por Jeong et al., que conjugaram varias unidades de
manose aos grupos amina livre da albumina do soro humana (mannosly
neoglycoalbumin — NMA). Posteriormente reduziram os grupos dissulfureto da proteina
para permitir a coordenacdo do *™Tc aos atomos de enxofre livres resultantes,
obtendo-se 0 *"Tc-NMA.*

O outro composto foi desenvolvido por Takagi et al., que conjugaram varias
unidades de manose a albumina e funcionalizaram a molécula resultante com o acido
hidrazino nicotinico (HYNIC-NMA), marcando-a com o **"Tc, resultando no *"Tc-
HYNIC-NMA, com elevada estabilidade e especificidade para estudos in vivo.*

Com base em estudos comparativos de biodistribuicéo, verificaram que o *™Tc-
HYNIC-NMA apresentou um maior tempo de acumulacdo no GS relativamente ao
composto  *"Tc-NMA, que era rapidamente internalizado pelos macrofagos e
metabolizado. No entanto, a utilizacdo deste tipo de compostos € considerada
problemética devido aos potenciais riscos associados ao uso da albumina de soro

humana.*®
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Um outro estudo foi realizado por S. Leong et al. com o objetivo de determinar
a seguranca e a eficacia do *"Tc-tilmanocept, macromolécula sintética que consiste
em multiplas unidades de manose e no &cido dietilenotriaminopentacético (DTPA), que
se acumula no tecido linfatico pela ligagdo aos recetores da manose residentes na
superficie das células reticuloendoteliais residentes no sistema linfatico, no
mapeamento linfatico em pacientes com cancro da mama primario e melanoma
cutaneo.*’

Este radiofarmaco mostrou identificar com precisdo os tumores com drenagem
nos nddulos linfaticos nos pacientes com melanoma e cancro da mama (especificidade
de 100%). A avaliacdo estatistica do seu desempenho excedeu as avaliacbes
estabelecidas para ambos os tumores. Além disso, os nimeros de desempenho,
mesmo para padrbes atuais que assumem que a pratica da bidpsia do SLN é
melhorada, atendeu ou mesmo excedeu o nivel de padr&o cirargico.*’

Foi desenvolvido outro radiofarmaco, por J.Choin et al, que conjugaram o
agente quelante bifuncional, 2-(p-inotiocianatobenzil)-1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-
acido triacético (SCN-nota) a albumina do soro humana com unidades de manose
(MAS) e a sua marcacdo com *®Ga, tendo-se obtido o *®Ga-nota-MAS.*

Este radiofarmaco foi considerado promissor, pois demonstrou ser estavel,
mostrou elevada captagdo no Sistema Reticuloendotelial (RES) que contém tecidos
como o figado, baco, fémur, tendo rapidamente migrado para os nédulos linfaticos.*
Neste sentido, tém sido realizadas investigacdes para o desenvolvimento de novas
particulas radioativas com base em polimeros naturais, como o dextrano, ou sintéticos,

como o polietinoglicol (PEG) ou a metacrilamida (HMPA).*34°

1.2.3.2 Dextrano

O dextrano € um polimero natural composto por unidades lineares a-1,6-D-
glucopiranose com baixa percentagem de cadeias laterais ligadas. Este polimero pode
ser obtido pelo processo de sintese por fermentacdo natural, através da acdo da
enzima dextransucrase, da batéria Leuconostoc mesenteroides, na presenca de
sacarose e por via sintética, por exemplo, através da reacdo de polimerizacao da
2,3,4-tri-O-benzil-B-D-glucopiranose catalisada pelo pentafluoreto de fésforo a presséo
reduzida e consequente clivagem dos grupos éster através de reducéo de Birch.***°

O dextrano é facilmente sollGvel (em dimetilsulféxido — DMSO, formamida,

etilenoglicol, glicerina e agua), biodegradavel, ndo toxico e pode ser obtido numa
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variedade de pesos moleculares (1000-2.000.000 Da) por hidrolise enzimatica. Este
polissacarideo € usado como reagente importante na ampla gama de sintese nas
industrias biotencoldgicas e tecnoldgicas. A solugdo de dextrano para a injecao €
geralmente usada na pratica clinica para a substituicdo da perda de sangue,
substituico do plasma em hipotensdo ou choque, profilase ou tromboembolismo,
expanséo do volume,*849°051

O uso do dextrano tem ainda como vantagem o fato de poder ser utilizado
como veiculo multifuncional para terapia ou diagndstico, uma vez que permite acoplar
na mesma cadeia farmacos, complexos metélicos, corantes orgéanicos, biomoléculas,
etc. Varios estudos tém demonstrado que o uso do conjugado dextrano-manose

revelou ser promissor sob o ponto de vista clinico para a detecdo do GS.***

1.2.3.3  Conjugados **"Tc-Dextrano-Manose

Para ultrapassar a depuragdo lenta de muitos radiofarmacos, em uso clinico
para a linfocintigrafia, Henze et al. (1982) e Ercan et al. (1985) usaram dextrano de
diferentes pesos moleculares (70 000, 90 000 e 500 000 g/mol) marcado diretamente
com o #"Tc.*t

No entanto, o composto radioativo **"Tc-dextrano nunca foi utilizado na pratica
clinica, devido a sua baixa estabilidade in vivo. De forma a ultrapassar este
inconveniente, Matsunaga et al. realizaram um estudo, funcionalizando dextranos de
diferentes pesos moleculares (60 000 e 90 000 g/mol) com a unidade de cisteamina,
levando ao aumento do rendimento de marcacdo, no entanto, este composto
apresentava baixa especificidade para o GS, apresentando uma taxa de excrecao
rapida, devido ao seu peso molecular.?’*">?

Mais recentemente, um outro estudo foi realizado por D. Vera e colaboradores,
gue desenvolveram a sintese de conjugados dextrano-manose: DTPA-Manose-
Dextrano (Lymphoseek®; 7-8 nm), e MAG;-Manose-dextrano (19-20,5 nm) (Figura

1.7).%
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Figura 1.7: Tc]MAG3-manosil-dextran, dextrano consistiu de 21 unidades de manose e 3

unidades de MAG3 por dextrano. O peso molecular foi de 19,389 g/mole.53

Estudos de ligacdo in vitro demonstraram que o Lymphoseek seria 0 mais
promissor na detecdo do GS, por apresentar elevada afinidade para os recetores dos
macréfagos, uma rapida depuracdo do local de injecdo e uma baixa captagdo no
ganglio distal, o que demonstra que este radiofarmaco apresenta propriedades ideais
para a finalidade proposta.®®

Um outro estudo que teve por base o Lymphoseek, foi realizado por R. Ting et
al. teve por objetivo a sintese de uma sonda dual PET/NIRF, que a fizeram reagir com
o Lymphoseek e marcaram com o '°F, obtendo-se o [**F]BOMB Lymphoseek. Os
radiotracadores e a fluorescéncia por infravermelhos (NIRF) s&o combinacdes
adequadas porque ambos séo suficientemente sensiveis para permitir a visualizagéo
direta de concentragfes de ligagdo ao recetor na ordem dos nanomolar e picomolar. A
PET permite a detecdo quantitativa independentemente da profundidade, o que a
torna ideal para a imagem de corpo inteiro e a NIRF oferece uma melhor resolugéo
espacial e temporal e € um instrumento barato, no entanto, encontra-se limitada para
alvos superficiais, tornando-se ideal para a cirurgia guiada pela imagem e histologia.>

Esta sonda de imagem manteve as mesmas propriedades farmacéuticas que o
[®"Tc]Lymphoseek, a rapida marcagédo do GS, a 1h, baixo nivel de acumulacdo no
ganglio linfatico distal, bons valores de extracdo do GS. Pode melhorar a biopsia do
GS, pois uma Unica injecdo substitui a combinacdo mudltipla da injecdo de um
radiofarmaco com a ajuda da excisdo 6tica ndo especifica como o corante isosulfano

azul.®
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Foi, também, desenvolvido um novo estudo, por Morais M.et al, que teve por
base a utilizacdo de conjugados poliméricos de dextrano-manose marcados com o
¥MTe(l), potencialmente Uteis para a detecdo do GS. Para alcancar tal objetivo,
sintetizou e caraterizou as macromoléculas dextrano-amina-pz;-manose (1 unidade
pirazolo-diamina/mol dextrano) e dextrano-amina-pzs;-manose (4 unidades pirazolo-
diamina/mol dextrano). Estes compostos continham 16 unidades manose/mol dextrano
para o reconhecimento/alvejamento in vivo dos recetores de manose e unidades
gquelantes pirazolo-diamina (pz — atomos doadores N,N,N) para a estabilizacdo do
fragmento organometalico fac-[M(CO3]" (M = Re, *"Tc).*

A avaliacdo biologica em modelos animais nao foi realizada, no entanto, foram
realizados estudos de estabilidade in vitro com a histidina e a cisteina. Estes estudos
permitiram chegar as seguintes conclusées: o composto *"Tc(l)-dextrano-amina, sem
unidades quelantes pirazolo-diamina revelou ser instavel na presenca de ambos os
aminoacidos. O composto **"Tc(l)-dextrano-amina-pziunidade-Manose revelou ser pouco
estavel na presenca de aminoéacidos, provavelmente, devido ao fato de existir um
ndmero significativo de aminas livres (27 unidades amina/mol dextrano). O *™Tc(l)-
dextrano-amina-pzZaunigaces-manose e *™Tc(I)-dextrano-acetamida/amina-pzaynigades-
manose mostraram ser estaveis. Tal fato atribuiu-se ao maior nimero de unidades
pirazolo-diamina presentes (4 unidades pz/mol dextrano).>

Um outro estudo foi realizado por Kim et al., que desenvolveram o *™Tc-
acetato de dextrano (DxA), para usar como transportador linfatico para a cyclosporina
A (CyA) e a sua marcacdo com o ®"Tc. A CyA foi carregada e o *"Tc foi utilizado
para marcar as particulas DxA. Este estudo centrou-se na avaliacao da biodistribuicdo
das particulas DxA com CyA marcadas com **"Tc e na sua comparacdo com o *"Tc-
HSA, empregue como controlo. Kim et al. chegaram a conclusdo que as particulas
DxA com CyA marcadas com *"Tc exibiram uma tendéncia semelhante ao *"Tc-
HSA, o que significa que as particulas DxA com CyA marcadas com *"Tc poder&o
distribuir-se tdo bem como o ®™Tc-HSA através do ganglio linfatico. Este radiofarmaco
exibiu radioatividade a nivel inguinal, renal, axilar, no iliaco e na popliteia, tendo sido
semelhante ao *™Tc-HSA, no caso do ganglio inguinal. As particulas de DxA
mostraram o poder de distribuir 0 CyA bem como, quando marcadas com o **"Tc,
mostraram a sua distribuicdo nos ganglios linfaticos.*®

Keliher et al. também desenvolveram nanoparticulas compostas por varios
dextranos (Dextrans nanoparticles - DNPs) de cadeia pequena (10 kDa) com ligagbes

cruzadas em 13 nm de didmetro da nanoparticula e posteriormente marcadas com o
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897r (ty, = 78.4h; B = 22.3%). Uma vez que o objetivo deste estudo foi a aplicacéo
clinica deste composto, evitaram o uso de dextranos de cadeia longa, dada a sua
hipersensibilidade.’

Estas nanoparticulas mostraram uma acumulac¢do celular completa as 24h
apés a administracdo e mostraram uma cinética mais rapida em comparacdo as
nanoparticulas com dextranos de cadeia longa em uso clinico (ty, vascular ~ 3.9h vs
t1» vascular ~ 24-48h). Além disso, este tipo de nanoparticulas exibiu um nivel elevado
de captacdo nos macréfagos, sem se observar nenhum efeito adverso, o que também

vai de encontro as preparacdes de dextrano em uso clinico.>”

1.3. Objetivo do trabalho

Vérios estudos realizados demonstraram algumas das desvantagens inerentes
aos radiofarmacos utilizados na detecdo do GS, nomeadamente, os coldides de 1%8ay,
0 P™Tc-ATC, o ®™Tc-SC, o *™Tc-HSA. No sentido de se ultrapassar estas
desvantagens tém sido realizados estudos baseados em compostos dextrano-manose
marcados com o *™Tc, 2427383940

Este trabalho centra-se na sintese do composto dextrano-manose marcado
com o ®’Ga para a detecdo precoce do GS, de forma a tornar-se um contributo para a
evolucéo da técnica de linfocintigrafia.

Assim, para se alcancar o objetivo proposto, o trabalho desenvolvido contempla
essencialmente trés passos:

1. Sintese e caraterizacdo de conjugados dextrano-manose contendo unidades
gquelantes do tipo dota;

Marcacdo com o ®’Ga e avaliacdo da estabilidade in vitro;

Avaliacao biolégica dos compostos radioativos em modelos animais.
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2. Resultados e discussao

Neste capitulo apresentam-se e analisam-se os resultados obtidos nesta
dissertacdo. Nos pontos 2.2 a 2.5 é abordada a sintese e a caraterizacao quimica do
conjugado polimérico dextrano-amina-dota-manose. Descreve-se na alinea 2.6, a
sintese e caraterizacdo e radioquimica do complexo ®'Ga-dextrano-amina-dota-
manose. Por fim, na alinea 2.7 avaliou-se a estabilidade in vitro do radiocomposto
obtido em 2.6.

2.1 Consideracfes Gerais

Com o trabalho realizado nesta dissertacdo pretendia-se contribuir para o
desenvolvimento de compostos potencialmente (teis para a visualizagdo doGS.
Quando se iniciou este mestrado, no Grupo de Ciéncias Radiofarmacéuticas do
Instituto Superior Técnico/Instituto Tecnoldgico Nuclear (IST/ITN) ja tinham sido
desenvolvidos e avaliadas, com a mesma finalidade, macromoléculas poliméricas, do
tipo dextrano-amina-manose, marcadas com *"Tc, tendo sido os resultados obtidos
bastante promissores.*>3%°°

O tecnécio — 99 metaestavel (**"Tc) é sem duvida o radionuclideo mais
utilizado em diagnéstico por SPECT nao s6 devido as suas caracteristicas fisicas (T
= 6,02h; Eymaxy = 140KeV) mas também por ser facilmente acessivel e a baixo custo
através de gerador (**Mo/®™Tc). Para além disso, o tecnécio apresenta uma quimica
diversificada o que tem permitido desenvolver um grande numero de
radiofarmacos.>**

Como alternativa aos radiofarmacos de **™Tc, para a detecdo do GS,
decidimos sintetizar uma macromolécula polimérica semelhante a ja anteriormente
desenvolvida, substituindo o **™Tc por ®’Ga. O ®’Ga apresenta um longo periodo de
semi-desintegragéo (T1,=78,1h) é emissor gama de média energia (E,=93KeV (37%);
185 (20%); 300 (17%); 394 (4%)) e é produzido em ciclotrdo. Para além disso, o
polimero que se ird desenvolver podera ser igualmente marcado com %Ga, que
apresenta excelentes caracteristicas fisicas: tempo de semi desintegracdo de 68
minutos, € um emissor de positrdo (B" = 89%, Eg.max=1,92 MeV), possui uma baixa
emissdo de fotdes (1077 keV, 3,2%) e decai para o *®Zn estavel. Além disso, o ®*Ga é
produzido por gerador de *®Ge/®®Ga, permitindo a sua obtenc&o in situ sem recorrer ao

uso do ciclotrdo. No entanto, as solucdes de *®Ga, obtidas dos geradores comerciais
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®Ge/*®Ga, séo geralmente muito acidas e muito diluidas para o uso em procedimentos
de marcagéo direta, contém ainda elevados niveis de contaminantes, como o ®Ge e
outros metais que competem quimicamente com o *®Ga, como o Fe*" e Zn** e, como
consequéncia, ha reducédo do rendimento de marcagdo. Quanto menor a quantidade
de impurezas no eluido, menor sera a competi¢éo entre a (bio)molécula radiomarcada
e ndo radiomarcada, sendo a qualidade de imagem melhor, desta forma, existe a
necessidade de diminuir a quantidade destes metais, purificando o eluido. Atualmente,
os geradores de ®Ge/®®Ga estdo a ser desenvolvidos para ultrapassar estes
inconvenientes, sem a necessidade de purificacdo prévia ou mesmo a necessidade de

adicéo de solucdes para aumentar o pH do eluido.*®*°

Um dos requisitos inerentes ao uso de radiofarmacos é a sua elevada
estabilidade in vivo, para que o radionuclideo alcance intato apenas os 6rgdos alvo
evitando assim a radiotoxidade interna, devido a sua acumulacao em 6rgaos vitais nao
alvo. Assim, para que o radiofarmaco seja estavel in vivo € necessario que o
radiometal seja estabilizado com agente quelante apropriado para a formagédo de um
complexo estavel. Os agentes quelantes macrociclicos, como por exemplo o dota,
podem formar complexos estaveis, do ponto de vista termodindmico e cinético, com
um grande numero de radiometais trivalentes, nomeadamente o gélio. Assim, optamos
por conjugar o ligando dota ao polimero de dextrano.*

O dextrano (10000 g/mol; 62 unidades/mol) foi escolhido para a realizacdo
deste trabalho, ndo s6 pelo seu baixo custo, como por ser facilmente sollvel, ser
biodegradavel, ndo toxico e por ser um reagente importante na ampla gama de sintese
nas industrias biotecnoldgicas e tecnoldgicas. Além disso, 0 seu uso apresenta como
vantagem o fato de poder ser utilizado como veiculo multifuncional para terapia ou
diagnéstico, por permitir acoplar na mesma cadeia farmacos, complexos metélicos,
corantes organicos, biomoléculas. O uso do conjugado dextrano-manose revelou ser
promissor sob o0 ponto de vista clinico para a detecdo do GS, e, como referido
anteriormente, foi realizado um estudo com a mesma finalidade no entanto, com um
radionuclideo e um agente quelante diferente. Desta forma, surgiu um interesse em
desenvolver um estudo posterior, de forma, a introduzir o radionuclideo *Ga, pelas
suas carateristicas fisicas que se considera adequadas para a dete¢cdo do GS na

técnica SPECT, e semelhantes as do ®Ga, para aplicagdo em PET.*3495051
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2.2 Sintese e Caraterizacdo do Dextrano-amina

2.2.1 Sintese e caraterizacao do dextrano-alilo

O conjugado polimérico dextrano-alilo foi sintetizado de acordo com o0 método
15,39,55

descrito por M Morais (Figura 2.1).
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Figura 2.1: Sintese do dextrano-alilo.

O grau de substituicdo do polimero foi calculado com base na relacdo dos
valores de integracdo dos sinais correspondentes ao protdo anomérico dos
mondémeros substituidos e n&o substituidos do espetro de *H-RMN (Figura 2.2), tendo
sido estimado em 48%, ou seja, 30 unidades de grupos alilo. Tanto quanto se tem
conhecimento, até ao momento foi a maior substituicdo reportada para esta sintese. O
rendimento da reacao (68%) também foi bastante superior ao esperado, baseado nas
sinteses anteriormente reportadas. No entanto, com o objetivo de aumentar ainda
mais o grau de substituicdo do dextrano, fez-se reagir 3,5 equivalentes de brometo de
alilo/monémero de glicose a 50°C durante 20h. De fato foi obtido um grau de
substituicdo de cerca de 59%, ou seja, 36 unidades de grupos alilo. Porém, o
composto obtido apresentava uma baixa solubilidade em agua, sendo por isso pouco
(til para as sinteses posteriores. Optou-se por prosseguir o processo de sintese com o

polimero de dextrano que continha 30 unidades de grupos alilo.*>3%°°
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Figura 2.2: Espetro de "H-RMN em D,O do dextrano-alilo.

A caraterizagdo estrutural do dextrano-alilo baseou-se unicamente na
espetroscopia de 'H-RMN. A atribuicdo dos sinais foi feita por analogia com as

atribuigBes anteriormente feitas com compostos semelhantes. %>

2.2.2 Sintese do dextrano-amina
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Figura 2.3: Sintese do dextrano-amina.

O conjugado polimérico dextrano-amina foi sintetizado de acordo com o
método descrito por M Morais (Figura 2.3), tendo sido a conversao dos grupos alilo em
grupos amina de 100%. Esta concluséo foi baseada no espetro de *H-RMN, onde se
verificou o total desaparecimento das ressonancias centradas a 5,86 e 5,22 ppm,

correspondente respetivamente ao protdo H® e aos dois protdes H° do alceno terminal
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do grupo alilo, e simultaneamente ao aparecimento das ressonancias a 1,57 e 2,35
ppm respeitantes aos mesmos protdes. >3

Tal como no caso do precursor dextrano-alilo, a caraterizacdo estrutural do
dextrano-amina baseou-se unicamente na espetroscopia de *H-RMN. A atribuicdo dos
sinais foi feita por analogia com as atribuicbes anteriormente feitas com compostos
semelhantes. Na Figura 2.4 apresenta-se o espetro de *H-RMN do dextrano-amina,

com a respetiva atribuicdo dos sinais.*>**°°
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Figura 2.4: Espetro de "H-RMN em D,O do dextrano-amina.

2.3 Sintese e Caraterizacdo do Conjugado Dextrano-amina-
dota-tris(‘Bu)ester
2.3.1 Sintese de Ativacdo do dota-tris(tBu)ester [acido 2-
(4,7,10-tris(2-(terbutoxi-2-oxoetil)-1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1-il) acético]
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Figura 2.5: Sintese de ativagéo do éster do; ButCOOH.

O éster tri-tert butilico, dos'ButCOOH, do ligando dota foi ativado por reacéo
com a N-hidroxisuccinimida (NHS) na presenca de N,N’-diciclohexilcarbodiimida
(DCC), obtendo-se o éster ativado | (Figura 2.5). Observou-se a formacdo de um
precipitado branco, no decorrer da reacdo, correspondente a N,N’-diciclohexilureia
(DCU) que foi eliminado por filtragdo. Utilizou-se este intermediério imediatamente na
reacao seguinte, sem qualquer purificagdo adicional.

A primeira tentativa de ativac@o deste éster foi feita usando o sistema de ativadores N-
etil-N’-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida- EDC e NHS, na presenca de trietilamina.
Contudo, ao fim de 24h o avancgo da reacao foi praticamente nulo. Assim, optou-se por
usar o sistema DCC-NHS. Também neste caso se verificou que a reacao foi bastante
lenta, tendo sido necessério utilizar relagbes molares ativador/éster superiores as

descritas na literatura para 0 mesmo tipo de reacdes.®

2.3.2 Sintese do conjugado dextrano-amina-do;'ButCOOH
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Figura 2.6: Sintese do Dextrano-amina-dos'ButCOOH.
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O conjugado polimérico dextrano-amina-dota-tris'But-ester foi obtido por reacéo
de dextrano amina, em tampao borato a pH=9, com o éster ativado, na presenca de
trietilamina (EtzN). O éster ativado ndo € muito sollvel em solu¢des aquosas, pelo que
foi necessério dissolvé-lo em acetonitrilo. A EtsN vai promover a reacao de amidacao.
Contudo, o polimero de dextrano-amina tem alguma tendéncia a precipitar na
presenca de Et;N, pelo que a quantidade utilizada tem que ser a estritamente
necessaria para dar inicio a reac¢do. Para diminuir a probabilidade de precipitacdo do
polimero, adicionou-se um pouco de H,O a mistura reacional, Figura 2.6.

O éster foi conjugado ao dextrano-amina com um rendimento de 73%. A
caraterizacdo estrutural do dextrano-amina-do;ButCOOH baseou-se na espetroscopia
de 'H-RMN e *C-RMN e a atribuicdo dos sinais foi realizada por analogia com as
atribuicdes anteriormente feitas com compostos semelhantes. Na Figura 2.7 e na
Figura 2.8 apresenta-se o espetro de 'H-RMN e C-RMN, respetivamente, do
dextrano-amina-dos'ButCOOH, com a respetiva atribuicdo dos sinais. No espetro de
'H-RMN foi possivel identificar um singuleto a 1,34 ppm correspondente aos protdes
do grupo tBut do dosButCOOH. O padrio do espetro de 'H-RMN mudou
significativamente, relativamente ao espetro de *H-RMN do dextrano-amina, o que se
deve certamente ao acoplamento do grupo dosButCOOH (5 unidades). Paralelamente,
sdo distinguiveis no espetro ressonancias do grupo dextrano-amina, homeadamente
dois tripletos a cerca de 3,10 ppm e a 2,74 ppm que correspondem, respetivamente,
aos protdes metilénicos adjacentes ao atomo de enxofre (Hd) e ao grupo amina livre
que ndo reagiu (He) e ainda um singuleto a cerca 1,75 ppm, correspondente aos

protdes metilénicos H(b) ( Figura 2.7).1>39°561

S CH 3, (tBut)

Figura 2.7: Espetro de '"H-RMN em D,O do dextrano-amina-dos ButCOOH.
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No espetro de C-RMN foi possivel identificar a campo baixo picos
correspondentes aos grupos carbonilo do dosButCOOH (173,87 e 173,59 ppm) e do
grupo amida (171,57 ppm) e a campo mais alto as ressonancias devidas aos carbonos
anomeéricos substituidos (99,87 ppm) e ndo substituido (97,97 ppm) e as ressonancias
dos carbonos CH3 dos grupos 'But (29,27), que confirmam a conjugacdo do grupo
dos'ButCOOH ao dextrano-amina (Figura 2.8).°*
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Figura 2.8: Espetro de **C-RMN em D,O do dextrano-amina-dos ButCOOH.

O grau de conjugacdo da unidade dos'ButCOOH (5 unidades) ao dextrano-
amina foi calculado com base no *H-RMN, relacionando-se o valor da integracéo do
sinal dos grupos CH; correspondentes & unidade dosButCOOH (1,34 ppm) com o
valor da integracdo do sinal dos protdes metilénicos He, adjacentes ao grupo amina

livre que nao reagiu (2,74 ppm).'>%9%
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2.4 Sintese e Caraterizacdo do Conjugado Dextrano-amina-
dos'But-manose

2.4.1 Sintese da 2-(imino-metoxietil)-1-tio-manopiranose

cianometil-tic-manopiranose 2-imina-meloxietil-lio-
manopirancse

Figura 2.9: Sintese do 2-(imino-metoxietil)-1-tio-manopiranose.

A 2-(imino-metoxietil)-1-tio-manopiranose foi sintetizada de acordo com o
método descrito por M Morais (Figura 2.9). O cianometil-tio-manopiranose ja existia no
laboratério e a sua pureza quimica foi confirmada por *H-RMN e *C-RMN. A 2-(imino-
metoxietil)-1-tio-manopiranose foi usada imediatamente apoés ter sido isolada para a
conjugacdo ao composto  dextrano-amina-dosButCOOH, sem  qualquer

purificagéo.'®3%%°
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2.4.2 Sintese do conjugado dextrano-amina-dosBut-manose
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Figura 2.10: Sintese do Dextrano-amina-dos But-manose.

O conjugado polimérico dextrano-amina-dos'But-manose foi sintetizado de
acordo com o método descrito por M Morais (Figura 2.10), com um rendimento de

67%.15'39'55
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A caraterizacdo estrutural do dextrano-amina-dosBut-manose baseou-se na
espetroscopia de 'H-RMN e C-RMN. A atribuicdo dos sinais foi realizada por
analogia com as atribuicbes anteriormente feitas com compostos semelhantes. Na
Figura 2.11 e na Figura 2.12 apresenta-se o espetro de 'H-RMN e **C-RMN,

respetivamente.

S CH 3, (tBut)

Figura 2.11: Espetro de '"H-RMN em D,O do dextrano-amina-dos'But-manose.

O aparecimento do sinal a 160,05 ppm no espetro de “*C-RMN, atribuivel ao
carbono C=N, confirma a conjugacdo do derivado da manose ao polimero de
dextrano. Nesta zona do espetro sdo ainda visiveis 0s sinais correspondentes aos

grupos carbonilo do grupo doz'butCOOH e da amida.®*
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Figura 2.12 — Espetro de 3C-RMN em D,O do dextrano-amina-dos But-manose.

A determinacdo do nimero de unidades de manose conjugadas foi feita com
base na andlise do espetro de *H-RMN, relacionando o valor da integracdo do pico
caracteristico do protdo anomérico da manose (5,23 ppm) com o valor de integracdo
dos grupos CHj; correspondentes a unidade dosButCOOH (1,33 ppm). Verificou-se
que existiam 3 grupos manose por cada grupo dosButCOOH.
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2.5 Sintese e Caraterizacdo do Conjugado Dextrano-amina-

dota-manose
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Figura 2.13: Sintese do Dextrano-amina-dota-manose.

O conjugado polimérico dextrano-amina-dota-manose foi sintetizado de acordo

com o método descrito por M Morais (Figura 2.13). Esta rea¢éo de sintese teve como

objetivo a hidrélise dos grupos tBut do grupo do3tButCOOH. A hidrélise foi efetuada

com &cido trifluoracético (TFA), com um rendimento de 100%. O desaparecimento da

ressonancia a campo alto, do espetro 'H-RMN, correspondente aos protdes

metilénicos do grupo tBut, corrobora a hidrélise total deste grupo (Figura 2.14). O

espetro de *C-RMN consolida esta ideia, uma vez que se observou a auséncia do

pico a cerca de 28,97 ppm, correspondestes aos carbonos dos grupos tBut. A campo

mais baixo sdo visiveis 0s sinais correspondentes aos grupos carbonilo dos grupo
dos'butCOOH (174,24; 173,92; 172,02 ppm) e amida (169,98 ppm) e um

15,39,55,61

correspondente ao C=N (165,46 ppm) (Figura 2.15).
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Figura 2.15 — Espetro de **C-RMN em D,0 do dextrano-amina-dota-manose.

O conjugado polimérico final (dextrano-amina-dota-manose) foi utilizado na
sintese radioquimica com ®’GaCls.
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2.6 Sintese radioquimica do conjugado polimérico

radioactivo ®’Ga-[dextrano-amina-dota-manose]

O manuseamento das substancias radioativas (°’Ga) foi realizado sob
condicGes de protecdo e seguranca radiolégica, numa hotte com extracdo, com um
visor de chumbo. A manipulacdo das doses radioativas foi realizada com os devidos
protetores de chumbo. O uso de um dosimetro individual de corpo e pulso foi outra

medida utilizada para a monitorizagdo da exposi¢éo a radiacao.
2.6.1 Sintese do ®’GaCl,

Na reacdo de sintese do conjugado polimérico radioativo °'Ga-[dextrano-
amina-dota-manose] foi usado o *’GaCl; como precursor. O ®’Galio foi fornecido sob a
forma de citrato de galio, no entanto, € convertido a cloreto, por se traduzir, de uma
maneira geral, em cinéticas de marcagcdo mais rapidas. No entanto, as marcacées em
®’GaCl,; tém de ser sempre otimizadas no sentido de se evitar a formacéo de espécies
coloidais radioativas. A conversdo do citrato a cloreto foi realizada com recurso a
algumas alteracées efetuadas numa metodologia obtida da literatura.®?

O controlo de qualidade foi realizado para se averiguar se a conversao do
citrato a cloreto foi completa e se havia a formacdo de coloides. Neste sistema, o
citrato e os coldides ficam retidos na origem (Rf=0), enquanto que o ®’GaCl; migra
para a frente de solvente (Rf=1). A analise do sistema cromatografico foi realizada no

radiocromatografo (Figura 2.16).

67GacCl3

Figura 2.16: Cromatograma analitico obtido na radiosintese do *"GaCl,.

Pela andlise do cromatograma analitico observa-se a existéncia de um uUnico

pico na frente de solvente (Rf=1), que corresponde ao cloreto de galio e a inexisténcia
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de pico na origem (Rf=0). Desta forma, € possivel concluir que por um lado a

conversao do citrato a cloreto foi completa e que também nao se formaram coldides.

2.6.2 Preparacdo do conjugado polimérico radioativo de
*’GaCl;

De forma a otimizar as condicdes experimentais de marcacdo do °'Ga-
dextrano-amina-dota-manose, procedeu-se a marcacdo do conjugado polimérico
radioativo com o ®’GaCl; & temperatura ambiente aos 30 e aos 60 minutos e a 100°C
aos 5, 15 e 30 minutos, a 100°C (Tabela 2.1)

Tabela 2.1: Valores de Pureza Radioquimica da marcagao do conjugado polimérico radioativo
67Ga—[dextrano-amina—dota—manose] a temperatura ambiente, aos 30 e 60 minutos, e a 100°C,

aos 5, 15 e 30 minutos.

Temperatura Tempo de marcacao (minutos) Pureza Radioquimica
(%)
Ambiente 30 9
60 27
100°C 5 56
15 100
30 100

A pureza radioquimica (PR) foi controlada. Neste sistema o °'Ga-dextrano-
amina-dota-manose e 0s colbdides ficam retidos na origem, ndo migram (Rf=0)
enquanto o cloreto de gélio migra para a frente do solvente (Rf=1). Realizou-se a
analise da tira de Papel Whatman n°1 no radiocromatdgrafo. De seguida, apresenta-se
o exemplo de um cromatograma analitico referente @ marcagédo a 100°C durante 30

minutos (Cromatograma 2.17).
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Figura 2.17: Cromatograma analitico obtido para a marcacdo do conjugado polimérico

radioativo (67Ga-dextran0—amina—dota—manose) a 100°C aos 30 minutos.

Pela andlise da Tabela 2.1 verifica-se que a reacdo de marcagéo do conjugado
polimérico radioativo [dextrano-amina-dota-manose] com o ®’GaCl; & temperatura
ambiente nao foi bem sucedida, no entanto, verifica-se que aumentando o tempo de
marcagédo, de 30 minutos (PR=9%) para 60 minutos (PR=27%), a PR aumenta. A
100°C, a reacdo de marcacgédo, quer aos 15 minutos (PR=100%) quer aos 30 minutos
(PR=100%) foi completa.

Como ja foi referido anteriormente, a reacdo de marcacdao de conjugados que
contém o ligando dota requer, de um modo geral, temperaturas superiores a
temperatura ambiente. Tal fato relaciona-se com a estrutura pré-organizado do
ligando, que se traduz numa elevada rigidez, tendo como consequéncia uma cinética
de complexacdo lenta. No caso concreto do Galio, acresce ainda o fato de a cavidade
central deste macrociclo ser grande encapsular o Ga*'. A cinética da reac&o pode ser
aumentada com o aumento da temperatura. Tal como ja foi referido, apesar de a
cinética de formacdo dos complexos formados com este ligando seja de um modo
geral lenta, a cinética de descomplexacdo é igualmente muito lenta, sendo essa a
grande vantagem do uso deste ligando para a preparacéo de radiofarmacos.*®

Pela analise do cromatograma analitico obtido para a reacdo de marcacao do
conjugado polimérico radioativo, a 100°C aos 30 minutos (Figura 2.17) verifica-se que
todo o cloreto de galio foi consumido. No entanto, nada se podera dizer relativamente
a formacgéo de coldides. Assim, para averiguarmos se houve ou ndo formacdo de
coléides durante esta radiosintese, fizemos passar uma aliquota de °’Ga-dextrano-

amina-dota-manose por uma coluna de Sephadex PD-10. Nesta coluna os coldides
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ficam retidos no topo da coluna e as outras espécies radioquimicas sdo eluidas. Apos
a eluicdo, a coluna foi lida no radiocromatégrafo tendo-se observado o mesmo valor de
radioatividade ao longo de toda a coluna. Tal fato comprova que ndo se formaram
espécies radioquimicas sob a forma coloidal na reacéo de sintese de ®'Ga-dextrano-

amina-dota-manose.

2.7 Estudos de estabilidade in vitro do conjugado

polimérico radioativo de ®’Ga

2.7.1 Estabilidade nas solucdes de reacéo

A estabilidade do conjugado polimérico radioativo ®’Ga-[dextrano-amina-dota-
manose] foi analisada apds 24 horas & temperatura ambiente. Neste sistema o ' Ga-
dextrano-amina-dota-manose e os colbides ficam retidos na origem, ndo migram
(Rf=0) enquanto o cloreto de gélio migra para a frente do solvente (Rf=1). Realizou-se
0 controlo de qualidade e analisou-se a tra de Papel Whatman n°l no

radiocromatografo (Figura 2.18).

(“ 07Ga-dextrano-amina-manose

|
i
R
Rf=0 Rf=1

Figura 2.18: Cromatograma analitico obtido para o estudo de estabilidade do conjugado

polimérico radioativo (67Ga-dextrano-amina-dota-manose) as 24 horas ap0s a marcacao.

Pela analise do cromatograma analitico verifica-se um pico correspondente ao
conjugado polimérico radioativo na origem e auséncia de pico na frente de solvente, o
gue indica a auséncia de formacdo de eventuais impurezas radioquimicas que

migrem. A existéncia ou ndo de colbéides no radiocomposto foi igualmente averiguada
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fazendo-se passar uma aliquota da solu¢cdo por uma coluna de Sephadex PD-10.
Verificou-se que nao existiam col6ides, pelo que se concluiu que o conjugado

polimérico radioativo é estavel 24 horas ap0s a reacdo de marcacgao.
2.7.2 Estabilidade na presenca de apotransferrina e glutationa

O estudo de estabilidade tinha como objetivo avaliar a possivel existéncia de
fendmenos de trans-quelatacdo e prever o potencial comportamento in vivo do
conjugado polimérico radioativo ®’Ga-[dextrano-amina-dota-manose]. A escolha da
glutationa e da apotransferrina baseou-se no fato destes dois compostos estarem
presentes no soro humano, podendo assim competir pela coordenacdo do centro
metalico com o galio.

A estabilidade do conjugado polimérico radioativo ®’Ga-[dextrano-amina-dota-
manose] foi analisada em solu¢des contendo um excesso de apotransferrina (3 mg/
mL bicarbonato de sédio, pH = 7,4) e glutationa [1 x 10° M em tamp&o fosfato salino
(PBS), pH = 7,4)]. Colocou-se a mistura contendo o conjugado polimérico radioativo e
um excesso de glutationa a 37°C, durante 2 horas e a mesma temperatura, durante 24
horas colocou-se uma outra mistura contendo o conjugado polimérico radioativo e um
excesso de apotransferrina.

Realizou-se o Controlo de qualidade e analisou-se a tira de Papel Whatman n°
1 no radiocromatdgrafo (Figura 2.19 e 2.20).

67Ga-dextrano-amina-dota-manose

Rf=0 Rf=1

Figura 2.19: Cromatograma analitico obtido para o estudo de estabilidade do conjugado
polimérico radioativo (°’Ga-dextrano-amina-dota-manose) apés 2 horas, na solucdo em
excesso de glutationa.
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67Ga-dextrano-amina-dota-manose

Figura 2.20: Cromatograma analitico obtido para o estudo de estabilidade do conjugado
polimérico radioativo (67Ga-dextrano—amina—dota-manose) apos 24 horas, na solucdo em

excesso de apotransferrina.

Pela analise dos cromatogramas analiticos verifica-se um pico correspondente
ao conjugado polimérico radioativo na origem. Apenas se pode constatar que ndo se
formaram impurezas radioquimicas que migrem para a frente de solvente (Rf=1). Nada

se pode inferir relativamente a estabilidade do conjugado polimérico radioativo na
presenca de um excesso de glutationa e apotransferrina.
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3. Conclusoes e Perspetivas

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de compostos
potencialmente Uteis para a visualizacdo do GS, baseados em macromoléculas
poliméricas, do tipo dextrano-amina-manose, marcados com ®’Ga, de forma a
ultrapassar alguns inconvenientes intrinsecos ao uso do **"Tc.

O conjugado polimérico —dextrano-amina-dota-manose- foi purificado por
didlise e caracterizado por espetroscopia de RMN de 'H e **C. Os espetros de 'H-
RMN permitiram a determinacdo dos graus de conjugacdo para cada uma das
unidades do conjugado polimérico.

A reacdo de conversdo do citrato de gdlio a cloreto de gélio ocorreu com
sucesso, tendo sido completa e com auséncia de formacdo de qualquer tipo de
impurezas radioquimicas, nomeadamente coloides.

Sintetizou-se, com elevado rendimento, o conjugado polimérico radioativo ®’Ga-
dextrano-amina-dota-manose que, para além de grupos amina livres, contém unidades
de manose (15 unidades/mol dextrano) para o alvejamento in vivo dos recetores de
manose e unidades quelantes dota (5 unidades/mol dextrano) para a estabilizacdo do
radiometal.>3%°°

A reagdo de marcagdo do conjugado polimérico —dextrano-amina-dota-manose
com o ®’GacCl; foi completa ao fim de 15 minutos a 100°C. Os estudos de estabilidade
demonstraram que o conjugado polimérico radioativo °’Ga-dextrano-amina-dota-

7

manose € estavel apds 24 horas a reacdo de marcagdo. Nada se pode concluir
relativamente a estabilidade do conjugado polimérico radioativo na presenca da
glutationa e da apotransferrina.

No caso do conjugado polimérico radioativo ser estavel na presenca de
glutationa e apotransferrina, o conjugado polimérico radioativo ®’Ga-dextrano-amina-
dota-manose devera ser avaliado relativamente a sua afinidade para os recetores de
manose em linhas celulares de macréfagos, bem como ao seu perfil farmacocinético

em modelo animal apropriado.
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4. Procedimento Experimental

Neste capitulo é apresentado o procedimento experimental inerente ao trabalho
realizado. E incluida a lista de reagentes e solventes utilizados, os métodos de
purificacdo e caraterizacdo dos compostos e finalmente é feita a descricdo detalhada
das reacBGes de sintese, quimica e radioquimica, efetuadas para a obtencdo dos
COMpOStos.

4.1 Material

Para além do material corrente de laboratério, nomeadamente balbes
reacionais de vidro, provetas, pipetas, funis, etc foi ainda utilizado outro material

especifico a realizacdo de algumas sinteses quimicas e radioquimicas:

4.1.1 Material utilizado em reagdes quimicas

e Balanca analitica, Mettler Toledo

e Bomba de vazio, Alcatel

e Eléctrodo de pH, Metller Toledo

o Espetrometro de RMN, Varian, INOVA- 300

e Lampada de Ultra-Violeta (254nm /385nm), Spectroline

e Linhas de vazio/Azoto, utilizadas para as reacbes que decorreram em
atmosfera inerte

o Liofilizador, 1-12, ALPHA

¢ Membranas para dialise (MWCO 6-8 KDa), Medicell International LTD

e Potenciémetro, EXTECH Instruments, Model 671, Boston, USA.

¢ Rotavapor, R-201, BUCHI, Switzerland

4.1.2 Material utilizado nas marcacdes radioguimicas
e Agitador de tubos Vortex, Thermolyne Type 167000 Mixer

e Balanga analitica, Sartorius 2006 MP

e Banho termostatizado, TEMBLOC

e Camara de ionizagdo, Aloka, Curimeter IGC-3, Tokyo, Japan
e Micropipetas, Eppendorf

e Minicolunas compatadas, sep-Pack® (Classic Silica Cartridges), Waters®, EUA
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e Colunas PD-10. Sephadex™ G-25

e Papel cromatografico Whatman 1, Whatman®, EUA

e Radiocromatégrafo, modelo Berthold LB 2723 equipado com cristal de
cintilacao Nal(TI) com 20mm de didametro

4.2 Reagentes e Solventes

Todos o0s reagentes quimicos e solventes foram utilizados sem qualquer
purificacdo. Na Tabela 4.1 sdo apresentados os reagentes e solventes utilizados

durante a realizagédo deste trabalho assim como o seu fornecedor e o grau de pureza

(Pré-analise = 98.5%, Puro = 95.0%, Técnico = 90.0%).

Tabela 4.1: Reagentes e solventes utilizados no trabalho realizado.

Reagente Fornecedor Grau de
pureza
2-aminoetanotiol. HCI Sigma-Aldrich Pré-analise
Apotransferrina Sigma-Aldrich Pro-anélise
Bicarbonato de Sddio (NaHCO3) Sigma-Aldrich Pro-anélise
Borohidreto de sodio Riedel-de Haén | Pro-andlise
Brometo de alilo Sigma-Aldrich Pr6-analise
Carbonato de potassio (K,CO3) Sigma-Aldrich Pré-analise
Cloreto de Sodio (NaCl) Sigma-Aldrich Pré-analise
Dextran (Origen Natural-10000g/mol; 62 unidades | _ o
Sigma-Aldrich Pro-analise
glucose/mol)
Ester-tri-tert-butilico de dota (dos'ButCOOH) Chematech Pré-anélise
Fosfato de sodio dibasico anidro (Na,HPO,) Sigma-Aldrich Pr6-analise
Fosfato de so6dio monobéasico di-hidratado | _ o
Sigma-Aldrich Pré-analise
(NaH,P0O,.2H,0)
Glutationa Sigma-Aldrich Pro-analise
Hidroxido de sodio Panreac Pro-analise
N,N"-Dicicohexilcarboimida (DCC) Sigma-Aldrich Pro-analise
N,N-Diisopropiletilamina (DIPEA) Sigma-Aldrich Pro-analise
N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida o
_ Fluka Pro-analise
Hidroclorada (EDC)
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N-hydroxisucinimida (NHS) Sigma-Aldrich Pro-anélise
Permanganato de Potassio (KMnO,) Sigma-Aldrich Pro-analise
Persulfato de aménia Sigma-Aldrich Pro-analise
Tetraborato de Sédio (Na,B40,.10H,0) Sigma-Aldrich Pro-analise
Solvente
Acetonitrilo Fluka Pro-analise
Acido acético glacial Panreac Pré-analise
Agua deuterada Euriso-top® Pro-anélise
Cloroférmio Fisher chemical | Pro-andlise
LAB-SCAN
Cyclohexano Analytical Pro-analise
Sciences
Diclorometano (DCM) Fisher Chemical | Pré-analise
Dimetilformamida (DMF) Fisher Chemical | Pr6-analise
Dimetilsulféxido (DMSO) Panreac Pré-analise
Metanol Fisher Chemical | Pro-analise

4.3 Métodos

4.3.1 Técnica de Purificacao

4311 Dialise

A didlise consiste num fenémeno fisico, que permite a separacdo de moléculas,

por difusdo seletiva, através de uma membrana semipermeéavel. A mistura que se

pretende purificar € colocada nessa membrana fechada e colocada num recipiente

com &gua. As moléculas de maiores dimensdes ficam retidas na membrana e as de

menores dimensdes atravessam a membrana e difundem para a agua.

A purificagdo dos compostos poliméricos foi realizada por este método. Assim,

0S sais e outros produtos indesejaveis que se formaram no decorrer das reacdes

difundiram-se para a 4gua, enquanto que os compostos derivados de dextrano ficaram

retidos na membrana.
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4.3.2 Técnicas de caraterizacao

4321 Espetroscopia de Ressonancia Magnética e Nuclear (RMN)

A espetroscopia € o estudo da radiacdo electromagnética com a matéria. A
espetroscopia de ressonancia magnética nuclear € um ramo da espetroscopia que
explora as propriedades magnéticas de nudcleos atémicos. Em quimica a
espetroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é frequentemente usada no
estudo da estrutura dos compostos. Como outras técnicas espetroscopicas, a RMN
depende das variagcdes de energia quantificAveis que podem ser induzidas em
pequenas moléculas quando estas sdo irradiadas por radiacdo electromagnética. O
método funciona, de uma forma geral, da seguinte maneira: os nicleos dos elementos
comportam-se como se fossem imanes girando em torno de um eixo. Quando se
coloca um composto num campo magnético muito forte e simultaneamente se irradia o
composto com energia electromagnética, os nucleos podem absorver energia num
processo denominado ressonancia magnética. A absor¢cdo desta radiacdo pelos
ndcleos desses elementos é quantificada e da origem a um espetro caracteristico. Por
volta de 1950, descobriu-se que as frequéncias de ressonéancia nuclear ndo dependem
apenas da natureza dos nucleos atémicos, mas também do seu ambiente quimico. A
utilidade desta técnica tornou-se entdo muito 6bvia, na medida que poderia ser
utilizada para determinar o nimero e o tipo de grupos quimicos num composto. O
registo é apresentado como uma série de picos cujas areas sao proporcionais ao
namero de protdes que representam. Os deslocamentos quimicos sao medidos na
escala horizontal do espetro, e normalmente expressos em partes por milhdo (ppm).
As posicdes sdo medidas em relacdo a absor¢cdo dos nucleos de um composto de
referéncia.®®

Esta técnica de Ressonéncia Magnética e Nuclear (RMN) foi utilizada ao longo
do trabalho ndo s6 para identificar e caraterizar os novos derivados de dextrano que
foram isolados, mas também permitiu verificar se a reacdo foi ou ndo completa, se o
produto obtido é puro e finalmente se a reagéo foi bem sucedida.

Os espetros de RMN foram obtidos num espectrémetro Varian Unit Inova-300,
com frequéncias de ressonancia de 300 MHz para ‘H, 75,5 MHz para **C. Os espetros
foram feitos em D,0O. Os desvios quimicos dos sinais de 'H RMN foram referenciados
utilizando o desvio quimico residual da H,O (D,O &y 4,67 ppm). Os desvios quimicos
dos sinais de **C RMN foram referenciados relativamente a uma referéncia externa de
1,4-dioxano (&¢ = 69,3 ppm).
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4.3.2.2 Cromatografia em Camada Fina (TLC)

As reacles de sintese da ativacdo do ester tri ter-butilico de dota
(dos'ButCOOH) e da 2-(imino-metoxietil)-1-tio-manopiranose foram monitorizadas por
Cromatografia em Camada Fina (Tin Layer Cromatography — TLC), usando placas de
silica-gel Merk 60-F,s, com 2mm de espessura, em suporte de aluminio. No caso da 12
reacdo as placas de cromatografia foram reveladas com uma solucdo de
Permanganato de Potassio (KMnO,). A solucdo de KMnO, foi preparada por
dissolucdo de 3g de KMnO,4 e 20g de K,CO3; em 300mL de H,O e 5mL de NaOH 5%.
Na reacdo de sintese do derivado da manose, as placas cromatogréficas foram
reveladas com radiagdo UV (254 nm) e/ou por aquecimento a 150°C apds

pulverizacdo com o revelador 4cido sulfdrico/etanol/agua: 1/5/4.
4.3.2.3 Medicao da Atividade das solucdes radioativas

A atividade das solucdes de ®’Ga foi medida numa camara de ionizagéo (Aloka,
Curimeter IGC-3, Tokyo, Japan). Em clinica de MN, recorre-se a caAmara de ionizacao
para medir a atividade dos radiofarmacos, antes da sua administracdo nos pacientes.
Uma camara de ionizagdo € um detetor gasoso composto por dois elétrodos
separados por uma atmosfera gasosa. Geralmente, o vaso que contém a atmosfera
gasosa €, ele proprio um dos elétrodos (catodo) sendo o outro elétrodo (anodo) um fio
metalico fino no interior do sistema. A radiacdo gama interage com o gas contido no
detetor provocando, eventualmente, ionizagdo e a consequente libertagédo de eletrdes.
Estes sd@o acelerados em direcdo ao anodo e, se totalmente coletados pelo anodo

produzem uma corrente mensuravel.

4.4 Sintese e caraterizacdo dos compostos descritos
nesta dissertacao

4.4.1 Sintese do dextrano-amina

441.1 Sintese do dextrano-alilo

Esta sintese foi realizada segundo o método descrito por M. Morais. A uma
solucdo de dextrano (1,002 g, 0,1 mmol) em &gua destilada (7,5 mL) adicionou-se
hidréxido de sédio (NaOH; 0,27 g, 6,75 mmol) e borohidreto de sédio (NaBH,; 0,022 g,

0,58 mmol). A solucéo foi colocada sob agitacdo a 55°C e adicionou-se brometo de
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alilo (2,50 mL, 14,5 mmol). O pH foi mantido a 14 durante a reagcdo com adi¢do, gota a
gota, de uma solugéo de hidréxido de sodio 2,5 M (10 mL). Ap6s 20 horas, a solucéo
foi neutralizada com solucdo de &cido acético 2,5 M e transferida para o interior de
uma membrana para dialise (com troca de 10 volumes de &gua destilada). ApGs
concentracdo da solucéo e liofilizacdo, o dextrano-alilo foi obtido sob a forma de um

sélido de cor branca (Figura 4.1)."3%>°

Y

3 B N HO~ 0 H 0
HO,,//)A/. 05 ' zow -
/,HO 0 . ) A O 0
; o)

: a§ (0] (o)
62 c7b 130 32

Figura 4.1: Sintese do Dextrano-alilo.

Com base na relagdo das areas dos valores de integracdo dos sinais
correspondentes ao protdo anomeérico dos mondémeros substituidos e ndo substituidos
do espetro de *H-RMN do composto, estimou-se que o grau de substituicio era 48%.
Como o dextrano utilizado continha 62 unidades/mol, presumiu-se que 0 hovo

polimero de dextrano sintetizado teria 30 unidades alilo/mol dextrano.*>3%°°

M[CsH1005)22(CgoH1405)30] = 11255 g/mol
Rendimento: 68% (0,774g, 0,068 mmol)

'H-RMN (D0, 20°C, & ppm): 5,86 (m largo, Hb); 5,22 (m largo, H); 4,99 (s largo, 1,00
H, H anom. swst.); 4,84 (s largo, 0,91 H, H 40m); 4,09 (d, H%); 3,80 — 3,33 (m, dextrano).

4412 Sintese do dextrano-amina
3 NH,.HCI
,," o /\/ v e
o gl O HO o)
- o as 0 (,,'”om Rl
32 c/b 130 32 céb 30
S
&
e
NH

Figura 4.2: Sintese do Dextrano-amina.
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Esta sintese foi realizada segundo o método descrito por M Morais. A uma
solugéo de dextrano-alilo (0,430 g, 0,038 mmol) em DMSO seco (3 mL) foi adicionado
2-aminoetanotiol.HCI (0,7774 g, 6,843 mmol). A reacao decorreu sob atmosfera inerte
de azoto, para prevenir a oxidagcdo do 2-aminoetanotiol. A reacao so teve inicio com a
adicdo de persulfato de aménia (0,1150 g, 0,5039 mmol). Apés 3 horas sob agitacdo a
50°C, o volume foi duplicado com &gua destilada e o pH ajustado a 4 com uma
solugdo de NaOH 2,5M. Seguidamente, a solucéo foi transferida para o interior de uma
membrana para didlise. O dextrano-amina foi obtido sob a forma de um sélido de cor
branca ap6s concentracdo da solucdo de didlise e liofilizacdo. Por *H-RMN do
composto verificou-se que a conversao dos grupos alilo do polimero em grupos amina
foi completa (Figura 4.2).1>%9%°
M[(C6H1005)32(C11H2105NS)30] = 13569 g/mol
Rendimento: 92% (0,474 g, 0,035 mmol)

'H-RMN (D0, 20°C, & ppm): 4,80 (s 1argo, H anom. subst); 4,62 (S 1argo, H anom. nao subst);
3,38 (d, H%); 2,88 (t, H%); 2,52 (t, H®); 2,35 (s, H%); 1,57 (s, H").

4.4.2 Sintese do conjugado dextrano-amina-dota-tris(tBu)éster
4421 Sintese de Ativacao do dota-tris(tBu)éster [acido 2-(4,7,10-

tris(2-(terbutoxi-2-oxoetil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1-il)

acético]
O 0 o
> S 7 O-N::}
-0 N N OH _I-o N N
[ ] NHS, EDC [ j o
-0 NuN -+0 N\_/N
OW—/ O g CHZCI? OW_/ O o

Ester ativado I

Figura 4.3: Sintese de ativagéo do éster do; ButCOOH

A uma solucédo de dos'ButCOOH (0,15 g, 0,26 mmol) e NHS (0,043 g, 0,37
mmol) em CH,ClI, seco (5 mL) adicionou-se lentamente diciclohexilcarbodiimida (DCC,

1,2 eq, 0,0643 0,31 mmol). A reacdo foi deixada sob agitacdo, a temperatura
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ambiente, durante a noite. Fez-se o controlo da mistura reacional por cromatografia
em camada fina (CH,CL,:MeOH; 9:1), e verificou-se que a reacdo nao tinha evoluido.
Adicionou-se quantidades iguais as utilizadas anteriormente de DCC e NHS. Apos 6
horas verificou-se a formagédo de um precipitado branco, a ureia. Fez-se novamente o
controlo da reacdo por TLC e verificou-se que a reacao tinha avancado, no entanto,
ndo era completa. Deixou-se reagir a temperatura ambiente até o dia seguinte e
verificou-se que a reagao tinha sido completa, tendo-se relevado uma mancha
correspondente ao éster ativado (Rf = 0,46)%

Filtrou-se, redissolveu-se o produto em acetonitrilo, tornou-se a filtrar a ureia e
repetiu-se esta operacdo uma ou outra vez. O produto foi utilizado de seguida sem

qualquer purificacdo adicional (Figura 4.3)%
4422 Sintese do conjugado dextrano-amina-dos'ButCOOH

A uma solucdo de dextrano-amina (0,151 g, 0,011 mmol) em tamp&o borato
0,1M, pH = 9 (5 mL) foi adicionado uma solugcdo de acetonitrilo (1 mL) contendo o
éster ativado sintetizado anteriormente e uma gota de Et;N, como catalizador.
Adicionaram-se umas gotas de H,O, para melhor dissolu¢cdo do polimero, e a mistura
reacional ficou sob agitacdo durante 24 horas. A solucgéo ficou ligeiramente turva.
Utilizou-se tampao borato para garantir que o pH da solugdo se mantinha bésico,
condicdo necessaria para que a amina do dextrano seja desprotonada e se dé a
reacdo se amidacdo. O tampéao borato foi preparado adicionando HCI a uma solugéo
de tetraborato de sodio, até se obter o pH 9. O pH da solucdo foi medido com um
eléctrodo Mettler Toledo acoplado a um potenciémetro EXTECH Instruments, Model
671.

Apos 24h de reagéo, a solucdo foi transferida para o interior de uma membrana
de dialise, com troca de 5 volumes de agua destilada. A solucdo contendo o dextrano-
amina-dos'ButCOOH foi concentrada e liofilizada, tendo sido obtido um sélido de cor
branca (Figura 4.4).1>3%%°

O grau de conjugacdo da unidade do;ButCOOH ao dextrano-amina foi
calculado por *H-RMN relacionando o valor da integracéo do sinal dos grupos CHs;
correspondentes a unidade dosButCOOH (1,34 ppm) com o valor da integracdo do
sinal dos protdes metilénicos H e, adjacentes ao grupo amina livre que ndo reagiu
(2.72 ppm).
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Figura 4.4: Sintese do Dextrano-amina-dos'ButCOOH.

M[(CeH1005)32(C11H2105NS)25(C39H72012N5S)s] = 16346 g/mol
Rendimento: 73% (0,130 g, 0,008 mmol)

'H-RMN (D20, 20°C, & ppm): 4,99 (s largo, H anom. subst); 4,82 (S 1argo, H anom. nao subst);
3,66 — 3,17 (m); 3,10 (t, H%; 2,90 (s largo); 2,74 (t, H®); 2,55 (s,largo); 2,51 (s) 2,30 (m);
1,75 (s largo, Hb grupo amina que nao reagiu); 1,34 (s, CHs do grupo ‘But).

BC-RMN (D,0, 20°C, & ppm): 173,87 (C=0); 173,59 (C=0); 171,57 (C=0); 99,87 (C

anomérico substituido); 97,97 (C anomérico n&o substituido); 29,27 (CHs, 'But).
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4.4.3 Sintese do conjugado dextrano-amina-doz But-manose

4431 Sintese da 2-(imino-metoxietil)-1-tio-manopiranose

= HZI‘EIHL'NIE

2-imino-mealoxietil-tio-
manopiranose

cianocmetil-tic-manopiranose

Figura 4.5: Sintese do 2-(imino-metoxietil)-1-tio-manopiranose.

A uma solugéo de 0,1M de 2,3,4,6-tetra-0-acetil-cianometil-1-tio-manopiranose
(0,280 g, 0,69 mmol) em metanol seco (6,622 mL) adicionou-se uma solucdo 0,01M de
NaOMe (0,348 mL). A solucéo foi colocado sob agitacdo a temperatura ambiente e
controlada por TLC (acetato de etilo/acido acético/agua; 8:2:1), identificou-se apenas
uma mancha (Rf = 0,37) ao fim de 20 horas, através do revelador (4cido
sulfarico/etanol/agua; 1:5:4). O solvente foi evaporado a pressao reduzida e o xarope
obtido foi usado imediatamente para conjugacdo ao composto dextrano-amina-
dos'ButCOOH (Figura 4.5).1>3%%>°

4.4.3.2 Sintese do conjugado dextrano-amina-dos'But-manose

Uma solucdo de dextrano-amina-dosButCOOH (0,092 g, 0,006 mmol) em
tampao borato 0,2 M, pH = 9 (5 mL) foi adicionada a solucao metandlica contendo o 2-
(imino-metoxi-etil)-1-tio-manopiranose. A solugdo foi colocada sob agitagdo a
temperatura ambiente. Apds 20 horas, a solucao limpida obtida foi transferida para o
interior de uma membrana de dialise, com troca de 5 volumes de tampéao borato 0,2 M,
pH = 9 e 5 volumes de agua destilada. O dextrano-amina-dosBut-manose foi obtido
sob a forma de um sélido de cor amarela ap0s evaporagdo a presséo reduzida da

solugéo aquosa (Figura 4.6)."°%%°
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Figura 4.6: Sintese do Dextrano-amina-dos'But-manose.

A determinacdo do nimero de unidades de manose conjugadas foi feita com
base na analise do espetro de *H-RMN, relacionando o valor da integracdo do pico
caracteristico do protdo anomeérico da manose (6 5,23 ppm) com o valor de integracéo

dos grupos CHj; correspondentes a unidade dos'ButCOOH (8 1,33 ppm).

M[(CsH1005)32(C11H2105NS)10(C39H72012N5S)5(C19H34N2010S5)15] = 19874 g/mol
Rendimento: 67% (0,074 g, 0,004 mmol)



'H-RMN (D,0, 20°C, & ppm): 5,23 (d, H anomérico manose); 4,97 (s largo, H anom.
sust.); 4,89 (s largo, H anom. nao subst); 3,74 — 3,19 (m); 2,71-2,66 (m); 2,53 (s,largo); 2,27
(s largo) (m); 1,74 (s largo, Hb grupo amina que néo reagiu); 1,33 (s, CHz do grupo
‘But).

BC-RMN (D,0, 20°C, 6 ppm): 174,18 (C=0, dota); 173,88 (C=0, dota); 172,02 (C=0,
dota); 160,05 (C=N); 28,97 (CHs, ‘But).

4.4.4 Sintese do conjugado dextrano-amina-dota-manose

A uma solucdo de dextrano-amina-dosBut-manose (0,062, 0,003 mmol) foi
adicionado TFA (3 mL), para promover a hidrélise do grupo protetor Boc. A solugéo foi
colocada sob agitacdo a temperatura ambiente. Apos 3 horas, a solucdo, de cor
alaranjada, foi transferida para o interior de uma membrana de didlise, com troca de 5
volumes agua destilada. O dextrano-amina-dota-manose foi obtido sob a forma de um
sélido de cor amarela, apds evaporacdo a pressao reduzida da solu¢cdo aquosa. O
novo derivado de dextrano -dextrano-amina-dota-manose- foi dissolvido em 6 mL de
H,O e dividido em aliquotas de 500, 200 e 100 L e liofilizado (Figura 4.7).>3%%°
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Figura 4.7: Sintese do Dextrano-amina-dota-manose.
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M[(CsH1005)32(C11H2105NS.C,HF302)10(C19H48012N5S)5(C19H34N2010S5)15]= 19692 g/mol
Rendimento: 100% (0,060 g, 0,003 mmol)

'H-RMN (D,0, 20°C, & ppm): 5,20 (d, H anomérico manose); 5,16 (s largo, H anom.
subst); 5,10 (S 1argo, H anom. néo subst);4,88 (H anom ); 3,82 — 3,06 (m); 3,04 (1); 2,70 (t); 2,50
(s, largo); 2,25 (s,largo); 1,70 (s largo, Hb grupo amina que nao reagiu).
3C-RMN (D,O, 20°C, & ppm):174,24 (C=0, dota); 173,92 (C=0, dota); 172,02
(C=0,dota); 169,98 (C=0, amida); 165,46 (C=N); 162,75 (CF;COOQ); 118.50 (CF;COO
); 97,97 (C anomérico ndo substituido); 96,09 (C anomérico substituido).

4.5 Sintese radioquimica do conjugado polimérico

radioativo °’Ga-[dextrano-amina-dota-manose]

O manuseamento das substancias radioativas (°’Ga) foi realizado sob
condicbes de protecdo e seguranga radiologica, numa hotte com extracdo, com um
visor de chumbo. A manipulagdo das doses radioativas foi realizada com os devidos
protetores de chumbo. O uso de um dosimetro individual de corpo e pulso foi outra

medida utilizada para a monitorizagdo da exposi¢éo a radiacao.
4.5.1 Sintese do *’GaCl,

Para a conversdao do citrato de Galio em cloreto de galio, utilizaram-se
minicolunas compatadas, sep-Pack de silica (Cartridges, Waters®, EUA). O citrato de
galio foi diluido com 2 mL de H,O e aplicado na minicoluna. Seguidamente fez-se
passar cerca de 10 mL de H,O na coluna, para remover o citrato em excesso. Eluiu-
se, seguidamente, a coluna com 500 yL de HCI 0,1M, para se converter o citrato de
galio a cloreto de gélio, e recolheram-se fragdes de 100 uL. Mediu-se a atividade de
cada uma das fragdes, tendo-se utilizado a fracdo que apresentou maior atividade. O
controlo de qualidade foi realizado com recurso ao sistema cromatografico: Papel
Whatman n°® 1 como fase estacionaria e uma mistura de NaCl 0,9% / HCI 0,1M
(25:0.5) como fase movel. A andlise da tira de papel Whatman n° 1 foi realizada no

radiocromatografo.®
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4.5.2 Preparacdo do conjugado polimérico radioativo de
*"GaCl,

Adicionou-se 150 uL de ®’GaCl; (34,95 uCi) a 50 uL de uma solucéo (dextrano-
amina-dota-manose) (0,1 mg / 500uL tampao acetato, pH=5). Aqueceu-se a solu¢ao
durante 30 minutos a 100°C.

O controlo de qualidade foi realizado com recurso ao sistema cromatografico: Papel
Whatman n°® 1 como fase estacionaria e uma mistura de NaCl 0,9% / HCI 0,1M
(25:0.5) como fase movel. A andlise da tira de papel Whatman n° 1 foi realizada no

radiocromatografo.

4.6 Estudos de estabilidade in vitro do conjugado
polimérico radioativo de ®’Ga

4.6.1 Estabilidade nas solucdes de reacéo

A estabilidade do composto radioativo ®’Ga-dextrano-amina-dota-manose foi
analisada apGs 24 horas a temperatura ambiente. O controlo de qualidade foi realizado
com recurso ao sistema cromatografico: Papel Whatman n® 1 como fase estacionéria e
uma mistura de NaCl 0,9% / HCI 0,1M (25:0.5) como fase mével. A andlise da tira de

papel Whatman n° 1 foi realizada no radiocromatdgrafo.

4.6.2 Estabilidade na presenca de apotransferrina e glutationa

A uma solucdo contendo um excesso de apotransferrina (3 mg/ mL bicarbonato
de sddio, pH = 7,4) e glutationa [1 x 10° M em tamp&o fosfato salino (Phosphate
buffered saline - PBS), pH = 7,4)] adicionou-se o conjugado polimérico (dextrano-
amina-dota-manose). A mistura foi mantida a 37°C, durante 2 horas para a glutationa,
e durante 24 horas para a apotransferrina. O controlo de qualidade foi realizado com
recurso ao sistema cromatografico: Papel Whatman n® 1 como fase estacionaria e
uma mistura de NaCl 0,9% / HCI 0,1M (25:0.5) como fase mdvel. A andlise da tira de
papel Whatman n° 1 foi realizada no radiocromatégrafo.

A solucdo de PBS — Solugéo salina de fosfato 0,1M — foi preparada com a seguinte
composi¢do: 0,82% de cloreto de sédio, 0,16% de fosfato de sédio dibasico anidro,

0,02% de fosfato de sédio monobésico dihidratado. O pH final da solucao era de 7,39.
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