INSTITUTO DE PESQUISAS ENERGETICAS E NUCLEARES

Autarquia Associada a Universidade de Sao Paulo

Estudo de marcagdao com iodo-131 de anticorpo monoclonal anti-CD20

usado na terapia de linfoma nao-Hodgkin

Akinkunmi Ganiyu Akanji

Dissertagao apresentada como parte dos
requisitos para obtengdo do grau de Mestre
em Ciéncias na Area de Tecnologia Nuclear

— Aplicagdes.

Orientadora:
Dra. Elaine Bortoleti de Aratjo

Sao Paulo
2006



11

A Dra. Elaine Bortoleti de
Araiijo, aos meus queridos e amados pais -
Alfa Kasaliyu A. Tiamiyu, Alhaja Suwebatu
Ajoke B. Akanji, Dr. Ajibola I. Badiru, pelo
carinho, amor, estimulo, inspiracdo e apoio.
Ao povo brasileiro e a humanidade como um
todo.
AGRADECIMENTOS
Ao Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares e, em particular, ao Centro de Radiofarmacia
(CR) pela oportunidade deste trabalho.
Ao MSc Jair Mengatti, gerente do Centro de Radiofarmacia, pelo apoio.
A Neuza Fukumori, gerente adjunto do Controle de Qualidade e Jodo Alberto Osso Jr, gerente
adjunto de Produc¢io do Centro de Radiofarmacia pelas facilidades oferecidas.
A Dra. Elaine Bortoleti de Aratjo pela orientacio deste trabalho, pelos conhecimentos
transmitidos, pelo apoio, confianca e amizade.
A Dra. Emiko Muramoto, pela colaboragio inestimavel fornecida na realiza¢ao dos estudos de
distribui¢ao biolégica deste trabalho.
A MSc Marycel F. de Barbosa pelos conhecimentos transmitidos e colaboracio inestiméavel na
realizacao deste trabalho.
Ao Dr. Catlos, e a Dra. Diane chefe do Departamento de Biotecnologia, IPEN pela coluna do
HPLC fornecida, e a contribuicao técnica na parte de separacao de células de leucdcitos.
Aos pesquisadores, técnicos, bolsistas e estagiarios pelo agradavel e proficuo convivio durante a
realizacao deste trabalho.
Em especial, aos meus familiares no Brasil, Dr. Ajibola Isau Badiru, Paulo Braz Felipe da Costa,
Claudia Sabaz, Fabio Sabaz, Ema Laura Ibanez, Olumide Micheal Ogunjimi, Olakunle Ijiola,
pelo estimulo, apoio, contribuicdo e colaboracdo inestimavel fornecida na realizacdo deste
trabalho, meus profundos e sinceros agradecimentos.



111

"Faca o que puder com o que tiver onde estiver"

Theodore Roosevelt
Estudo de marcagdo com iodo-131 de anticorpo monoclonal anti-CD20 usado na terapia
de linfoma niao-Hodgkin

Akinkunmi Ganiyu Akanji

RESUMO

Linfomas sio doengas originarias do sistema linfatico, descritos por Thomas Hodgkin
em 1932. Sio tradicionalmente classificados em dois grupos basicos: doengas de Hodgkin e
linfomas do tipo ndo hodgkin (LNH). Inicialmente, pacientes com LNH foram tratados com
radioterapia apenas ou combinada com imunoterapia usando-se anticorpo monoclonal anti-
CD20 (ex., Rituximab-Mabthera, Roche). Porém, radioimunoterapia é uma nova modalidade de
tratamento para pacientes portadores de LNH, na qual radiacio citotéxica proveniente de
radioisétopos terapéuticos ¢ depositada nos tumores via anticorpos monoclonais (Acms). Este
estudo concentrou-se nas condi¢cdes de marcacio do Acm anti-CD20 (Rituximab-Mabthera,
Roche), com radioiodo (°'T), pelo método direto, usando-se Cloramina-T como agente oxidante.
Foram estudados parametros de marcagao tais como: método de purificacdo, influéncia de
tempo de incubagdo, influéncia de massa de agente oxidante, estabilidade 7 vitro e in wivo,
imunoreatividade do anticorpo e distribuigao biolégica do anticorpo marcado em camundongos
Swiss sadios. Produto de alta pureza radioquimica foi obtido, sem diferenca notavel entre os
métodos aplicados. Nao foi observada nenhuma influéncia direta do tempo de incubagdao na
pureza radioquimica do anticorpo marcado. Um pequeno decréscimo na pureza radioquimica
foi observado quando variou-se a massa do Acm sem variar a atividade do radioiodo. Apds
purificagao, o anticorpo marcado apresentou pureza radioquimica de aproximadamente 100 %o.
Observou-se um produto de alta pureza radioquimica quando o anticorpo foi marcado na
condi¢ao padrio. O anticorpo anti-CD20 apresentou variacdes de pureza radioquimica quando
sua estabilidade foi testada em cinco condi¢Oes estabilizadoras diferentes. Entretanto, a condi¢ao
em que acido gentisico foi combinado com congelamento demonstrou-se apropriada e capaz de
minimizar os efeitos de autoradidlise do anticorpo marcado com alta atividade terapéutica de
iodo-131. O anticorpo marcado apresentou imunoreatividade abaixo da relatada na literatura. A
distribuicdo biolégica em camundongos Swiss sadios revelou captagio elevada no pulmao,
tigado, e intestino delgado. O clareamento sanguineo do anticorpo marcado foi relativamente
rapido. Contudo, dados experimentais revelaram que anticorpos monoclonais anti-CD20 podem
ser seguramente marcados com alta atividade de iodo-131 usando o método de Cloramina-T. O
uso de cromatografia em camada delgada (ITLC-SG) na avaliagdo de pureza radioquimica
mostrou-se apropriado, eficiente, pratico, além de simples e rapido. O método de purificacao
utilizado demonstrou-se eficiente para a separacio do anticorpo marcado do iodo livre. A
abordagem inédita apresentada neste estudo, no sentido de viabilizar transporte e
comercializagao do produto marcado, referiu-se ao estudo de estabilidade do Acm marcado. A
distribui¢ao biolégica do anticorpo demonstrou-se compativel com a distribui¢ao do anticorpo
integro indicando 6tima estabilidade relativa zz vivo. Os resultados deste estudo confirmam a
potencialidade do anticorpo para a radioimunoterapia de linfomas do tipo nao-Hodgkin.
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The study of labeling with iodine-131 of monoclonal antibody anti-CD20 used for the
treatment of non-Hodgkin lymphoma

Akinkunmi Ganiyu Akanji
ABSTRACT

Lymphomas are malignancies of the lymphatic system, described by Thomas Hodgkin
in 1932. Traditionally, lymphomas are classified in two basic groups: Hodgkin disease and non-
Hodgkin lymphoma (NHL). Patients with NHL were earlier treated with radiotherapy alone or
in combination with immunotherapy using monoclonal antibody anti-CD20 (ex., Rituximab-
Mabthera, Roche). However, Radioimmunotherapy is a new modality of treatment for patients
with NHL, in which cytotoxic radiation from therapeutic radioisotopes is delivered to tumors
through monoclonal antibodies. This study focused on labeling conditions of monoclonal
antibody anti-CD20 (Rituximab-Mabthera, Roche) with iodine-131, by direct radioiodination
method using Chloramine-T as oxidizing agent. Labeling parameters investigated were:
Radiochemical purity (RP), method of purification, incubation time, antibody mass, oxidative
agent mass, stability iz vitro, stability zz wvive, immunoreactivity and biological distribution
performed in normal Swiss mouse. Product of high radiochemical purity was obtained with no
notable difference between the methods applied. No clear evidence of direct influence of
incubation time on radiochemical purity of the labeled antibody was observed. Whereas, a clear
evidence of direct influence of activity on radiochemical purity of the labeled antibody was
observed when antibody mass was varied. After purification, the labeled product presented
radiochemical purity of approximately 100 %. Product of superior radiochemical yield was
observed when standard condition of labeling was used. The labeled product presented variation
in radiochemical purity using five different stabilizer conditions. The condition in which gentisic
acid was combined with freeze appears more suitable and capable of minimizing autoradiolysis
of the antibody labeled with high therapeutic activity of iodine-131. The labeled product
presented low immunoreactivity when compared to the literature. Biological distribution in
normal Swiss mouse demonstrated high uptake of the labeled antibody in lungs, liver, and small
intestine. The progressive loss of activity in blood indicates fast blood clearance of the labeled
antibody that is eliminated through the kidney, in urine. The experimental data proved that mAb
anti-CD20 can be securely labeled with high therapeutic activity of iodine-131 using
Chloramine-T method. Radiochemical purity determined by chromatographic plates ITLC-SG)
proved to be appropriate, efficient, practical and simple. The purification method demonstrated
to be appropriate and efficient for separating the labeled antibody from free iodine. The results
of stability of the labeled antibody presented in this study suggest that the product can be
transported and commercialized using the condition in which gentisic acid was combined with
freeze. In vivo distribution of the labeled antibody shows to be compatible with integral antibody
distribution, indicating good 7z vivo stability. Results obtained in this study confirmed the
potential of the labeled product anti-CD20-"'T for radioimmunotherapy of non-Hodgkin
lymphoma (NHL).
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Introducgio
Tratamento de linfomas

O sistema linfatico ¢ uma complexa rede de células e 6rgaos especializados (como medula, bago,
timo, nédulos linfaticos, amidalas, adenoides, apéndice e grupos de tecidos no intestino delgado)

que defende o corpo contra infecgdes.

Circulando dentro do vaso linfatico, a linfa, liquido incolor formado por linfécitos e células
brancas do sangue, ¢é parte essencial de defesa do corpo contra infec¢ao e doengas. Ha dois tipos

de linfocitos, as células B e T [1,2].

Sdo denominadas de linfoma todas as doencas originarias do sistema linfatico, seja dos nédulos
linfaticos ou em outras areas do sistema linfatico. Esse tipo de doenga foi descrita primeiramente
por Thomas Hodgkin, em 1832, e¢ até recentemente sua natureza inflamatoria, infecciosa ou
neoplasica era desconhecida. E claramente conhecida como uma proliferacao neoplasica de uma
célula comum as células Reed-Sternberg e suas variantes, as células Hodgkin, que devem ser uma

forma alterada dos linfécitos-B.

Todas as doengas hematologicas sio originarias de transformagdes neoplasicas de células
derivadas da medula 6ssea. A maior complexidade de diferenciacao celular no sistema linfatico e
hematopoiético ¢ refletida na diversidade de tumores. Recentemente, mais de cinqiienta subtipos
dessas doengas sio identificados com varios tipos de apresentagao clinica, grau da doenga e

resposta ao tratamento [1,2,3].

A classificagdo apropriada dessa classe de doenca torna-se uma ferramenta essencial para
gerenciar melhor essa complexidade. Em 2001, a Organizacio Mundial de Sadde (OMS)
classificou os linfomas como neoplasias de células-B e T e publicou manuais de orienta¢oes
gerais sobre classificagdes de tumores de origem hematopoiética e de tecidos linfaticos, a fim de

facilitar o diagnéstico e tratamento desse grupo de doengas.



O documento trouxe esclarecimentos e critérios claros e objetivos de como classificar esse tipo
de patologia além de ser uma contribuicdo importante para o tratamento adequado e

providenciou informagdes claras para a patogénese desse grupo de doengas [1,3].

Em geral, essa classificagao ¢ baseada na morfologia da patologia como: doenga de Hodgkin e
linfoma do tipo nao-Hodgkin (LNH). Em ambos os casos, ha substitui¢ao de tecido linfatico

normal por aglomeracao de células linfaticas anormais [1,2,4].

Os linfomas do tipo nao-Hodgkin sio um grupo heterogéneo de patologias do sistema linfatico.
A etiologia exata para a maioria dos linfomas ainda nao estd determinada, mas as infec¢Oes virais

e bacterianas mostram-se como fatores etiolbgicos importantes [1,3].

A ocorréncia de linfoma nao Hodgkin estd associada as condigdes inflamatdrias cronicas tais
como: a sindrome de Sogren, doenga celiaca e artrite reumatoide. A infec¢do cronica tem uma
participagao importante na patogénese dessas doengas demonstrada pela associagio do tecido
linféide mucosa gastrica associado (MALT) com infecgao por Helicobacter pilon 1,3]. Contudo, o
LNH consiste de varios subtipos histologicos classificados através do modelo de classificagao

estipulado pela OMS, o modelo mais utilizado atualmente [3,4].

Como outros canceres, sio doengas das células, estruturas especializadas e diferenciadas, mas
que se reproduzem da mesma maneira. Normalmente, essa divisio acontece de maneira
ordenada e controlada, mas, se por algum motivo esse processo se descontrola, as células
continuarao se dividindo. Para o caso dos linfécitos, ocorrera o aumento em demasia de células
brancas imaturas no sangue ou na medula e uma massa ou tumor pode se formar em um ou

mais grupos de nodulos linfaticos [2].

Como parte de sua fungdao de defesa contra infeccio, os linfécitos se movem para diferentes
partes do corpo, podendo atravessar o sistema linfatico e passar para outros nédulos linfaticos
em outras partes do corpo. Podem atravessar a corrente sanguinea sendo carregados a outros

orgaos e continuar se dividindo para formar novos tumores [2].



E tanto fascinante como frustrante a epidemiologia, tanto da doenca de Hodgkin como do
linfoma do tipo nao-Hodgkin. Ha varios indicios em relagio a sua etiologia e alguns desses
fatores sdo conhecidos para alguns subgrupos desses tumores, mas a etiologia da maioria dos
casos continua desconhecida. A literatura epidemiolégica sobre linfomas faz uma separagao
consistente sobre a doenca de Hodgkin dos linfomas do tipo niao-Hodgkin, mas sempre

evitando os subgrupos [3,5,0].

O aspeto que chama atengdo na epidemiologia descritiva do LNH em paises ocidentais é,
principalmente, o aumento inexplicavel que ocorreu no decurso dos ultimos anos. A propor¢ao
de aumento de incidéncia, por exemplo, na Inglaterra e no pafs de Gales, desde 1971, foi a maior
para qualquer tumor exceto tumor pleural nas mulheres e, nos homens, o melanoma.
Igualmente, aumentos crescentes foram vistos nos Estados Unidos da América (EUA) e em

outros pafses ocidentais [6,7].

A mortalidade de pacientes com LNH na Inglaterra e pafs de Gales também aumentou em
populagdes de adultos mais velhos. Portanto, em criangas e populagdes de adultos mais jovens,

ha decrescimento na taxa de mortalidade devido a melhoria no sistema de tratamento da doenca
[6]-

Relatos na literatura mostram aumento de 55 % na sobrevivéncia relativa de 5 anos para casos
diagnosticados durante 1992 e 1998 nos EUA e aumento de 48 % na Europa nos casos
diagnosticados entre 1987 e 1989 [6,8]. Para a populagao infantil o aumento ¢ muito maior, 74
% na Europa e 72 % nos EUA [6,8,9]. Todavia, a incidéncia de LNH ¢é crescente, afetando

cerca de 50.000 - 60.000 pacientes por ano e ¢ a quinta causa de morte nos Estados Unidos [4,6].

No Brasil, os numeros relatados mostram que a incidéncia da doenga ocorre em todas as faixas
etarias, sendo insignificante em idades abaixo dos 10 anos e aumentando de forma diretamente

proporcional nas faixas etarias entre 35 - 40 anos, com 10 casos observados em grupos de



100.000 pessoas. Ocorre um aumento progressivo de casos chegando a 90 casos em grupos de

10.000 pessoas com 80 anos [10].

Aproximadamente oitenta por cento dos linfomas sao originarios das células-B, com grande
maioria (> 95 %) contendo ou expressando o antigeno CD20 na superficie das células [4,11-14].
Tradicionalmente, os linfomas das células-B sao divididos em trés tipos ou graus diferentes
como: baixo-grau (pequenos linfocitos, zona marginal, célula central folicular, grau I e II); grau-
intermediario (células grandes e difusas) e alto-grau (linfoblastico, Burkitts), cada uma

ocorrendo, aproximadamente, em um ter¢o dos pacientes [1,3,4,12].

As células-B de LNH de baixo-grau sao consideradas como LLNH indolentes e respondem a
varios tipos de tratamentos havendo, inevitavelmente, recaida, conduzindo a eventual morte

com sobrevivéncia média relatada de 5 a 15 anos [1,4].

Tradicionalmente, a radioterapia convencional exerce um papel importante no tratamento de
LNH de células-B e pode ser usada com finalidade curativa para pacientes no estagio I e II do
tipo indolente. Porém, para formas histologicas volumosas e agressivas, a radioterapia ¢é utilizada
em combinagio com substancias quimioterapicas tais como: ciclofosfamida, doxorubicina,
vincristina e prednisolona (CHOP) sozinhos ou com anticorpo monoclonal anti-CD20 [1,4,12-

15] (ex., Rituximab — Mabthera-Roche).

Os LNH de células—B de grau intermediario e alto tém uma apresentagdo mais sintomatica,
sendo chamados de agressivos e frequentemente respondem a tratamento com multiplos

agentes quimioterapicos, com mais da metade das respostas sendo duraveis [3,4,12,13].

Recentemente, descreveu-se a utilizagao combinada de ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina
e prednisolona (CHOP) e o anticorpo anti-CD20. Com esta combinag¢ao, 50% - 60% dos
pacientes foram curados, 20% apresentaram melhora durante tratamento, apresentando apenas

uma transiente remissao parcial (RP) ou doenga estivel com progressio subseqiente,



considerando que os outros 30% apresentaram recaida apds remissio completa (RC)

[4,11,12,14-16].

No caso dos reincidentes, uma substancial propor¢io de candidatos altamente selecionados
pode ser curada com altas doses de quimioterapicos e implantagao de células tronco. Além disto,
aproximadamente 40% dos pacientes com LNH de células-B nao sao curados com dose padrao
ou alta de quimioterapia convencional. O uso de Rituximab demonstrou somente a indugao de
uma resposta transiente e parcial em 30% destes pacientes. Todavia, estes pacientes siao
candidatos em potencial a uma nova e recente abordagem, a Radioimunoterapia (RIT)
[4,5,14,17,18,19,21,23,24].

Radioimunoterapia (RIT)

Radioimunoterapia ¢ definida como uma modalidade de tratamento na qual a radiacao citotoxica
proveniente de radioisétopos terapéuticos é depositada nos tumores via anticorpos (anticorpos
monoclonais, Acm) que se ligam aos antigenos, tumor-especificos ou tumor-associados.
Representa uma combinagiao de principio de tratamento sistémico com depésito “i loco” de
radiacao. Esta modalidade terapéutica ¢é realizada utilizando-se compostos imunoconjugados,
constituidos de anticorpos ligados quimicamente a radionuclideos, dirigidos aos antigenos,

tumor-especificos ou tumor-associados [4,15,16,21,22,23].

Esses anticorpos funcionam como veiculos que carregam o radioisétopo terapéutico para o
tumor e possuem efeito citotéxico mediado por apoptose, citotoxicidade anticorpo-dependente

célula-mediada (ADCC) e citotoxicidade complemento-dependente (CDC).

Além disso, as caracteristicas do antigeno contra o qual um anticorpo em particular é dirigido (o
antigeno alvo) determinam, em grande parte, a efetividade de ambos, o proprio anticorpo e a
radiacao dirigida. Desta forma, a escolha dos anticorpos, antigenos alvo e radiois6topos sao

criticos para o sucesso da RIT [4,15,16,17,18,21,22].
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A eficiencia de compostos radioimunoterapicos pode ser descrita pela permanéncia do
radionuclideo no sitio do tumor em quantidade e tempo suficientes para destruir o tumor.
Porém, isso depende de quatro parametros criticos: a) a acessibilidade do tumor, b)
especificidade do anticorpo dirigido, c) afinidade do anticorpo dirigido, e d) a estabilidade % vivo
do radionuclideo em permanecer no sitio do tumor. Embasado nesses parametros, a poténcia de
qualquer radioimunoterapico pode ser definida como dependente da ligagdo ou incorporagao
maxima do radionuclideo ao anticorpo em conjun¢do com retengdo maxima de ligacio com o

antigeno especifico [23].

E convencional definir a imunoreatividade de radioimunoterapico como sendo a fragio do
anticorpo radiomarcado ligado ao antigeno dirigido. O conhecimento dessa fracao de ligagdo do
anticorpo ligado ao antigeno ¢é fundamental, que determina sua capacidade terapéutica,
assegurando que o seu uso resultard no efeito terapéutico desejado. Essa capacidade de ligagao,
ou seja, a imunoreatividade de anticorpos radiomarcados é expressa em porcentagem, por meio
de um método de extrapolagdo matematica de ligagio de quantidade infinita tedrica do

anticorpo marcado ao antigeno dirigido [4,23].

Moléculas de Acm utilizadas em RIT sio marcadas com isétopos radioativos que emitem
patticulas B~ ou a que podem ser associadas com raios gama (y). Mono emissores de particulas
beta menos como itrio-90 (MY) e fésforo-32 (*P) sio chamados de beta emissores puros e
emissores de particulas associadas como lutécio-177 ("'Lu), rénio-188 (**Re) e iodo-131 ('),
emitem particulas beta com raios gama associados, de varios niveis de energia. Esses compostos
(moléculas de anticorpos com isétopos radioativos) sao chamados de imunoconjugados. A
maioria destas biomoléculas conjugados com radioisétopos, principalmente as emissores beta, é
absorvida dentro de alguns milimetros nos tecidos, resultando numa dose de radiacdo para as
células tumorais em adi¢do ao efeito citotdxico dos proprios Acm. Devido ao alcance limitado

das particulas beta, esta radiagao geralmente nio penetra nos tecidos saudaveis além do tumor.
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Estudos demonstraram que, em tumores maiores, o efeito citotoéxico dos Acm exerce um papel
significativo na indugao de morte destas células [4,1314,15,20,25].

Aplicagdo de Radioimunoterapia em LNH

Esta modalidade de tratamento na qual os anticorpos radioativos sio dirigidos aos antigenos

“alvos”, os anticorpos CD-20, representam uma nova promessa de tratamento para LNH de

5
células-B. A RIT esta deixando de ser um simples modelo experimental para se tornar um
modelo padrao de tratamento, sendo um tratamento especificamente sistémico, com objetivo de

morte seletiva de um ndmero maior de células tumorais do que a radioterapia convencional

(radiagao direta externa) ou quimioterapia [4,16,17,21].

A primeira tentativa do uso de radionuclideo conjugado com imunoglobulinas para tratamento
de cancer foi reportada muitas décadas atras. Desde entdo, muitas combinag¢oes de anticorpo-
radionuclideo foram propostas, um feito possivel pela introdugio da técnica de produgao de

anticorpos monoclonais por Koéhler e Mustein em 1975 [4,12,22,23,24.25].

A promessa da RIT para tratamento de LNH de células-B ficou mais aparente apos o relato de
DeNardo e colaboradores, do primeiro paciente com essa doenga tratado com RIT. Esses
pesquisadores usaram um Acm anti-célula-B marcado com iodo-131, chamado Lym-1, com que

demonstraram resultados objetivos em aproximadamente metade dos pacientes tratados [27].

Desde entao, inimeros ensaios clinicos pilotos tém sido conduzidos usando Acm anti-célula-B,
a maioria demonstrando atividade anti-tumoral em pacientes com LNH de células-B em varios

estagios da doenca [10,11,12,17,18,20,25,26,28].

O sucesso da RIT no tratamento de LNH de células-B ¢, em parte, relacionado as propriedades
inerentes a biologia molecular desta doenca. Isso inclui radiosensibilidade e os aparentes e bem
definidos antigenos dirigidos na sua superficie, fazendo com que sejam atrativos e possiveis 0s
processos biologicos e imunolégicos importantes como, apoptose, ADCC e CDC

[4,12,15,16,17,18,21,29].
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Contudo, essa facanha pode ser efetivamente explorada somente pelo uso apropriado de
anticorpos capazes de induzir esses processos bioldgicos e imunoldgicos e, no caso de RIT, pelo
uso de radioisétopos terapéuticos apropriados para depositar radiacdo citotoxica no tumor

[4,12,16,17,21].

Identificar anticorpos apropriados e isétopos ideais para uma marcagao estavel ¢ fruto de
¢
pesquisas basicas e clinicas extensivas de quase duas décadas envolvendo varias disciplinas,

como imunologia, radioquimica, medicina nuclear e oncologia médica.

Em fevereiro de 2002, o anticorpo monoclonal (Acm) radiomarcado, ibritumomab tiuxetan-""Y
(Zevalin; IDEC Pharmaceuticals Corp., San Diego, CA), recebeu a aprovagao final do FDA
(Food and Drug Administration) como o primeiro anticorpo radiomarcado comercialmente
disponivel para o tratamento de cancer. Esta aprovacdo veio somente alguns anos apods
Rituximab ser introduzido na pratica clinica como o primeiro anticorpo nao conjugado para
terapia de cancer; em especial os linfomas do tipo nao-Hodgkin de baixo-grau recorrentes e

indolentes, beneficiando milhares de pacientes portadores dessa doenga [4,12,13,15,10].

O interessante ¢ que, tanto no caso de Rituximab como o Ibritumomab tiuxetan-""Y, o
anticorpo em questao ¢ dirigido contra células-B de linfoma nao-Hodgkin. Rituximab é um Acm
quimérico nido conjugado contra o antigeno CD20 de superficie das células-B de LNH,
enquanto Ibritumomab tiuxetan é um Acm parente murinico do Rituximab marcado com Y.
Esta aprovagao consagra o sucesso de ambos, radioimunoterapia (RIT) e imunoterapia, no

tratamento de moléstias hematologicas malignas em geral e de células-B de LNH, em particular.

Inumeros ensaios clinicos pilotos e protocolos fase I ou fase I/1I tém sido relatados, utilizando
varios anticorpos monoclonais radiomarcados dirigidos contra células-B de LNH. Estes
protocolos foram direcionados para investigar a especificidade pela célula alvo, farmacocinética e
dosimetria dos varios Acm radiomarcados e determinar seu perfil toxicolégico e maxima

dosagem tolerada [MDT| em pacientes com células-B previamente tratados. Como esperado, os
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Acms usados nesses ensaios reconheceram varios antigenos presentes nos linfécitos-B e
divergiram em suas afinidades de ligagdao, imunoreatividade, isétopos, indice de internalizacao e
nameros de sitios de antigeno presentes nas células normais e células-B malignas [4,12,13,1516-

17,19,20,23,24,25,27,29).

Outro imunoconjugado, formado pelo Acm Tositumomab marcado com iodo-131, também foi
testado clinicamente. O resultado final de um protocolo fase I com doses nao-mieloablativas de
Tositumomab-'*'1 foi relatado por Kaminski e colaboradores [19]. Trinta e quatro pacientes
entraram no ensaio, dezoito deles com LNH de baixo-grau, vinte e um pacientes com LNH
resistentes a quimioterapia e quatorze com tumor de grande volume (>500g). As doses de
Tositumomab-'*'l administradas foram baseadas em resultados de estudos pré-terapia com

doses fracionadas estimadas para o corpo inteiro (185MBq (5mCi), 15mg) [4,13,18,20,26,27,29].

A mesma quantidade de protefna (anticorpo nao conjugado) variando de 150 para 700mg na
maioria dos pacientes, foi administrada 1h antes do anticorpo tracador marcado ou dose de
terapia para melhorar a biodistribuicao do Tositumomab-'*'I. Iniciou-se com dose de 25 Gy
para o corpo total, aumentando-se sempre em 10 Gy. A maxima dose tolerada [MDT] foi
determinada em 75 Gy para o corpo total em pacientes que nao passaram por um transplante
medular, mas esse valor parece menor em pacientes que passaram por transplante medular

[4,13,18,20,26,27,29).

As doses radioativas de Tositumomab-'*'I utilizadas variaram de 1,26 a 5,56 GBq (34 -161 mCi).
Vinte e dois dos vinte e oito pacientes avaliados (79%) responderam, com quatorze (50%)
apresentando remissao completa (RC). A média de duracao da RC foi superior a treze meses,

com oito pacientes permanecendo livres da doenga até a conclusio do estudo [4,20,26,27,29].

Os ultimos trés anos ap6s o desenvolvimento da RIT de células-B de LNH foram caracterizados
principalmente pela conducio de protocolos de fase II e III para determinar a eficicia de

anticorpos monoclonais radiomarcados como candidatos ideais para RIT [21,23,24,25].
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Protocolos fase II e III sdo disponiveis apenas para Tositumomab-'*'l, aplicado em doses
mieloablativas e ndo-mieloablativas, e para o Ibritumomab tiuxetan-"Y, em doses ndo-

mieloablativas [4,20,25,26,29].

De forma resumida, os relatos dos protocolos fase II e III com Tositumomab-'*'I mostraram
que este Acm, quando administrado em MDT de 75Gy do corpo total, é seguro e efetivo em
pacientes com LNH de baixo-grau ou transformado, em varios estagios da doenca. Entretanto,
os resultados dos estudos de fase II conduzidos em pacientes com LNH baixo-grau ou
transformado, nao tratados previamente, podem justificar, em principio, as consideragbes da
utilizacdo desta modalidade terapéutica, sozinha ou em combina¢io com outras modalidades

quimioterapicas, na linha de frente para certos pacientes [4,20,25,26,29].

Uma desvantagem potencial associada 2 utilizagao do Tositumomab murinico ¢ a alta incidéncia
de resposta imunolégica, descrita como resposta HAMA (“Human Antibody Murine Activity”).
Entretanto, a utilizagio de Acm quiméricos ou humanizados, a adog¢ao de regimes contendo
pequenas quantidades de Acm murinico (por exemplo, o Ibritumomab tiuxetan murinico em
combina¢ao com Rituximab), e a combinacio da RIT com quimioterapia imunosupressiva
citotoxica podem, pelo menos em parte, contornar esse problema [4,20,26-31].

Antigenos tumor-especificos ou tumor-associados com anticorpo dirigido

A especificidade do anticorpo utilizado em RIT é determinada principalmente pelo antigeno a
ser dirigido. Esse antigeno deve ser especifico para o tumor com minima ou nenhuma expressao
em células sadias. Entretanto, na pratica, a maioria desses antigenos, incluindo os de células B de
LNH, sio mais tumor-associados do que tumor-especificos. Isso quer dizer que eles também
sao expressos na superficie de células normais e 6rgaos e tecidos (dependendo do antigeno),
embora em porcentagem menor ou numero reduzido de antigenos por célula [4].
Consequentemente, os anticorpos dirigidos a esses antigenos sdo relativamente e nao

absolutamente especificos. A TAB. 1 mostra os antigenos mais comuns das células-B, e nomes
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dos Acm nao-conjugados dirigidos contra esses antigenos com os radionuclideos conhecidos

[16-19,34-36].

TABELA 1- Antigenos comuns das células-B de LNH e seus Acm correspondentes.

Antigeno | Acm(s) ndo- | Nome genérico Acm NOME
dirigido conjugados | do Acm comercial | Radiofarmaco GENERICO /
correspondente NOME
COMERCIAL DO
RADIOFARMACO
CD19 Anti-B4 HD37
CD21 OKB7 OKB7-1311
CD20 B1 Tositumomab Tositumomab-1311
(Bexxar)
2B8 Ibritumomab IDEC-11In/%Y-2B8 | Ibritumomab-1311
tiuxetan-1111n/90Y
C2B8-1311 (Zevalin)
C2B8 Rituximab hILL2-13']
(Rituxan)
HLL2 hLL2-111Tn /90Y
CD22 Epratuzumab Epratuzumab-1311
(Lymphocide) hLLL.2-18Re
HLA-DR Lym-1 Epratuzumab!!!In/%Y
Epratuzumab!86Re-
hLLLL
Lym-1-131]
Lym-1-"Cu
Lym-1-2Y

A maioria desses antigenos ¢ chamada de “CD” (“cluster of differentiation”), como: CD19,

CD20, CD21, CD22, CD37 e CD52 com o antigeno HLLA-DR representando outro grupo de

antigenos importantes dirigidos para as células-B dos LNH [4,15,17,20,31].

Uma conseqiiéncia direta da expressio destes antigenos alvo nas células-B normais e seus

precursores é o uso comum do anticorpo nao marcado, em doses relativamente altas, antes da

administragao dos anticorpos marcados, com o objetivo de bloquear os antigenos alvos nas

células-B normais e seus precursores, determinando uma ligagdo mais favoravel no tumor

[4,12,13,26,31].
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Contudo, esse bloqueio tem efeito, embora em grau menor, até em células-B malignas que
podem estar circulando no sangue ou alojadas no bago ou na medula 6ssea, pelo fato de que
esses sao sitios de grande afinidade dos anticorpos nao marcados. Entretanto, esse bloqueio

parcial é aceitavel quando se trata de tumores grandes [4,15,106].

Devido ao fato de que a maioria dos Acm usados em RIT ¢ diferente das células-B malignas,
quantidades variaveis de anticorpos nao marcados sio previamente administradas a
administracio do Acm radiomarcado. Ha relatos de que esse procedimento aumenta o efeito
anti-tumoral desses Acms radiomarcados. Como referéncia, somente 5mg de Lym-1 nao
conjugado sao administrados antes do Lym-1 radiomarcado, exceto em pacientes com células

malignas circulantes [4,26-28].

Ao contrario, grandes quantidades de Acm anti-CD20 nao marcado, entre 200mg-700mg, sao
administradas para cada dose do Acm radiomarcado. Neste caso, a dose de infusdao
recomendada do Acm ndo marcado, o Rituximab quimérico, é de 250mg/m? ou

aproximadamente 430mg em homens com 70 kg antes do radiomarcado (Ibritumomab tiuxetan-

Y) [4,15-17,19,20,32].

No caso do Tositumomab-"*'I (Bexxar; Corixa Corp; CA EUA), o Acm anti-CD20 marcado

com iodo-131, a quantidade do Acm nao marcado ¢ similar (450mg) [4,15-17,19,20,32].

O antigeno CD20 ¢é caracterizado por sua frequiéncia de expressao alta (superior a 90%) na
superficie de células-B de LNH, expressdao relativamente homogénea na superficie das células
destes tumores, com alto numero de antigenos por célula (maior que 100.000)

[4,13,17,20,21,23,27-29,33].

Outra caracterfstica importante deste antigeno é que ele se internaliza lentamente, ou seja, o
transporte para dentro da célula tumoral ap6s a ligacao do anticorpo ¢ lento, quando comparado
a outros antigenos como o CD19 e CD22. Portanto, os Acm dirigidos aos antigenos alvo CD20

sao considerados como de internalizagao lenta enquanto os dirigidos ao CD19 e CD22 sao
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considerados de internalizagao rapida. Isto apresenta importante implicacio com respeito a
escolha do radioisétopo a ser utilizado na marca¢ao do anticorpo [4,34].

Radiois6topos terapéuticos usados para Radioimunoterapia

Virios radioisétopos terapéuticos utilizados para marcacio de Acm em RIT sdo disponiveis. A
TAB. 2 mostra a maioria destes is6topos, propriedades fisicas, vantagens e desvantagens. O
sucesso da RIT depende de trés fatores principais, porém interdependentes e a escolha de
radionuclideo apropriado é uma delas, além do anticorpo, e do antigeno alvo. A resposta
tumoral depende de algumas consideragdes tais como, dose de radiagao cumulativa distribuida, a

taxa de dose, a penetracao da dose, e a radiosensibilidade do tumor [4,15-17,21,23-25].

O objetivo principal ao escolher um radionuclideo é garantir a permanéncia da radioatividade no

alvo com menos radiacao nos tecidos normais ao redor desse alvo [4,15-17,21,23-25].

A selecao do radioisétopo a ser usado em RIT ¢é baseada em seu perfil energético, particula
emitida, alcance médio em tecidos e sua meia-vida fisica. Esses fatores sio determinantes nio so
do efeito antitumoral como do perfil toxicologico; além de suas propriedades quimicas que
ditam a facilidade de ser acoplado ao anticorpo monoclonal formando assim um composto
radioimunoconjugado. Um prego acessivel e disponibilidade sio consideracbes praticas e

importantes nesta escolha [4,15-17,21,23-25].

A sele¢iao de um radioisétopo inadequado ou impréprio pode resultar no seu desligamento do
anticorpo, dificultando a permanéncia do composto marcado no sitio do tumor. Isso resultaria
em uma dose de radiagdo alta desnecessaria nos 6rgaos proximos do tumor e uma dose de

radia¢ao menor ou insignificante no préprio tumor [4,16,21,24,26,37].

TABELA 2- Radioisétopos terapéuticos usados em Radioimunoterapia.

Radiois6topo Tipode | Meia-Vida E (max) Alcance Aquisigdo de

emissio (MeV) Médio em Imagem
tecidos (mm)




Y
11y
1771411
153G, 1)
186R
I85R 0
Cu
2121?13
254
213}3i
2123

2111Akt

1251

B>y
B,y
B,
B,y
B,
B,y
By

«, B,y

o

Auger

2,7d

>

8,0d

6,7d

b

2,0d

b

38d

b

17,0 h

2,6d

>

10,6 h
10d
45,7 min

1,0 h

b

7,2h

>

60,1d

2.3
0,81

0,50

b

0,80

b

1,1
2,1

0,57

b

0,57

b

5,83

b

5,87

b

6,09

b

5,87

b

0,035

2,50

>

0,30

0,28

>

0,53

bl

0,92

bl

2,43

bl

0,6

b

0,6
0,04-0,1
0,04-0,1
0,04-0,1
0,04-0,1

0,001-0,02

Naio

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Naio
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Em geral, pode ser utilizado para RIT qualquer um dos radiois6topos terapéuticos apresentado

na Tabela 2. Porem, a escolha de cada um desses radioisotopos dependera de seus perfis

energéticos, a situagao clinica, o local e estigio da doenga (doenga volumosa ou doenga

microscopica residual).

A maioria dos radioisétopos utilizados para este tipo de terapia ¢ emissor de particulas beta (3) e

representa a unica ou principal fonte de radiagdo terapéutica depositada. Dois emissores-f

largamente usados em RIT sdao o iodo-131 e itrio-90, este dltimo com energia média de 0,93

MeV, meia-vida de 2,7 dias, alcance médio nos tecidos de 2,5 mm, enquanto que iodo-131

apresenta energia-f3 média de 0,19 MeV, meia-vida de 8 dias, e alcance médio nos tecidos de 0,3

mm. O iodo-131 apresenta como vantagens a disponibilidade, custo acessivel, emissao gama (y)
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associada que possibilita aquisicdo de imagens e quimica simples de ligagdo as proteinas [15-

17,21-24].

No caso do itrio-90, a energia alta e o alcance maior nos tecidos, aliados ao efeito "de irradiacao
cruzada” (“crossfire”) permitem que a radiagdo alcance e afete (e potencialmente matando)
células tumorais que nao estejam diretamente ligadas ao anticorpo ou que estejam em local de
dificil acesso para o anticorpo. Essas qualidades tornam o itrio-90 apropriado para irradiagao de
tumores volumosos. Entretanto, esse efeito "crossfire” ocorre devido a combinacio entre a
meia-vida fisica dos radionuclideos e a meia-vida biolégica dos anticorpos anti-CD20 murinicos

[15,21,35].

Todavia, para tumores micro-metastaticos, o longo alcance do {trio-90 pode resultar em danos
aos tecidos sadios vizinhos ao tumor e o curto alcance de iodo-131 pode ser considerado ideal.
Isso ¢ importante considerando as evidéncias indicando que anticorpos monoclonais e seus
fragmentos nao se distribuem de forma homogénea e em quantidades adequadas dentro dos
tumores. Ha uma distribuicdo preferencial dos Acms em areas bem proximas de vasos

sanguineos em detrimento a outras areas.

Fatores como a distribuicio heterogénea dos anticorpos, dos antigenos, a vasculariza¢ao do
tumor e a permeabilidade dos vasos tumorais devem ser considerados sempre na escolha do
anticorpo, de radionuclideo e do antigeno dirigido para se atingir uma RIT com éxito [4,15-

17,21,23,24,37,38].

Radiois6topos emissores de particulas alfa [ot] representam outro tipo de radiagao utilizada em
RIT. Sdo particulas monoenergéticas com alta transferéncia linear de energia (LET) [41]. Ha
varias vantagens de utilizagdo de radionuclideos com alto LET em aplicagoes de
radioimunoterapia. Por exemplo, o valor do LET médio para o ittio-90, é de 0,2 k eV/um,

enquanto que a do astatinio-211 é de 97 k eV/um. Porém, o alcance médio em tecido do

mesmo astatinio-211 ¢ de 70 um [4,13,15-17,21,26,33].
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Ainda mais, o efeito da radiagao de alto LET ¢ independente da taxa da dose e as propriedades
das particulas alfa com poder de ioniza¢ao alto num espaco curto resultam em alta eficiéncia

bioldgica relativa comparada aos efeitos com dosagem similar das particulas beta [21,37].

O efeito de radiacao de LET baixo na sobrevivéncia de células depende da presenca de oxigénio,
e isso ndo ¢ o caso de particulas de radiagao de LET alta. Portanto, isso sugere que as particulas

alfa devem se sair melhor nas condi¢oes hipdxicas encontradas nos tumores [4,21,25,41].

O conjunto dessas qualidades faz com que as particulas alfa sejam mais eficientes que as
particulas beta, pois podem depositar radiacao letal ao tumor numa unica dose, e devido a esta
mesma caracteristica se tornam mais Uteis para o tratamento de tumores menores e mais

acessiveis como leucemia no sangue e medula 6ssea [4,15-17,21,25,37,42].

Uma desvantagem importante do uso de emissores o relaciona-se ao efeito de radidlise

provocado pela energia do is6topo na estrutura do radiofarmaco.

Independente do tipo de radiagdo emitida pelos varios radioisétopos utilizados em RIT, eles
podem ser grosseiramente divididos em duas categorias, com base em suas caracteristicas
quimicas: halogénios (como o ', ?''At) e radiometais (9 Y, ""Lu, "“Re, "Re, “Cu e 2’Bi)

[4,15,24].

Em geral, halogénios, em particular o iodo-131, podem ser facilmente incorporados a
anticorpos utilizando-se método direto por substituicio eletrofilica oxidativa utilizando-se
Iodogen ou Cloramina-T. Ja a incorporag¢ao de radiometais requer quelantes (como DOTA e
tiuxetan) conjugados ao anticorpo para promover ligacdes estaveis. Entretanto, o uso de
quelantes inadequados levara a formagido de compostos instaveis e, conseqientemente, ao

desligamento ou separa¢ao do radiois6topo do anticorpo [4,13,24,33,42].

Entre os isétopos relacionados na TAB. 3, o iodo-131 e {trio-90 sdo os mais utilizados em RIT.

Iodo-131 ¢ o isétopo mais convencional e comumente utilizado em terapia (no tratamento de
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pacientes com hipertireoidismo ou cancer de tiredide) e isto explica, em parte, o uso do
radionuclideo na maioria das aplicagdes de RIT, incluindo o tratamento de células-B de LNH

[4,13,15,24,42].

TABELA 3 - Vantagens e desvantagens de Radiois6topos usados em RIT.

Isotopo Vantagens Desvantagens

B Custo baixo, quimica facil de Dehalogenagao iz vivo, liberagao de 1311
marcagao, obtencao de imagem exposicdo de paciente e profissionais a

radiacio.

Yy Energia $-alta, maior penetracdo Requer quelante para marcagio estavel,
tumoral, menor risco de exposicio a ndo permite aquisicao de imagem, alto
radiacao custo.

Cu Separacio insignificante do quelante, ~ Requer quelante para marcacio estavel,
permite obtencdo de imagem. baixa disponibilidade.

5Re Separacio insignificante do quelante, ~ Requer quelante para marcagio estavel,
permite obteng¢ao de imagem. baixa disponibilidade.

¥5Re Energia -alta, maior penetracio Requer quelante para marcagio estavel,
tumoral, permite aquisicio de imagem. meia-vida curta para Acms inteiros.

A Efeito letal a0 tumor, LET alto. Dehalogenagio, nido permite aquisicio

de imagem, baixa disponibilidade.

O iodo-131 apresenta inumeras vantagens, tais como baixo custo, métodos de radioiodagio de
anticorpos relativamente simples e habilidade de obter imagens com anticorpos antes do uso das
doses terapéuticas ou apds a RIT, por causa da emissao gama associada ao isétopo. Esta tltima
vantagem ¢, contudo, acompanhada da exposicao a radiacio pelo proprio paciente e dos
parentes e profissionais, o que requer confinamento e cuidados especiais no caso da

administra¢ao de altas doses consideradas como desvantagem [4,15,21-25,32,37,42].



22

Outra desvantagem importante do uso do iodo-131 relaciona-se ao efeito da dehalogenagio, que
inevitavelmente ocorre apds catabolismo dos anticorpos convencionalmente radioiodados em
varios 6rgaos normais (figado, baco, medula e rins) e, em grau variavel, também na célula
tumoral. O iodo livre liberado requer protegio para a tiredide e, particularmente, quando altas
doses do anticorpo marcado sao administradas, podem resultar em hipotireoidismo, apesar do

bloqueio de tireside [4,15,21-25,32,33,37,42].

Ha um problema importante quando Acm de rapida internalizacio (como, anti-CD19 e CD22)
sao marcados com iodo-131. Neste caso, a rapida internalizagao ¢é associada a rapida degradagao
intracelular dos Acm radiomarcados dentro dos lisossomos, resultando em liberacdo de uma

fracao substancial do iodo-131 das células tumorais [4,13].

Contudo, radioiodo e radiometais sio marcadores apropriados para anticorpos com lenta
internalizagio, o que explica o fato de iodo-131 e radiometais serem utilizados para marcacao de

anticorpos anti-CID20 utilizados em procedimentos clinicos de RIT [19,206].

O itrio-90 vem sendo utilizado na marcagao de varios anticorpos monoclonais, incluindo os de
internalizacao rapida e lenta, desenvolvimento que vem sendo facilitado pela disponibilidade de
quelantes estaveis. O wuso de tais quelantes eliminou o problema do itrio-90 livre

subseqiientemente localizado nos ossos, aumentando assim a toxicidade medular [4, 23,20].

A necessidade da utilizagdo de um quelante para marca¢ao de Acm com itrio-90 pode ser
considerada como uma desvantagem pela necessidade de ser primeiro conjugado ao Acm antes
de ser marcado, sendo que esses quelantes podem nio estar disponiveis no laboratério e/ou

instituicio [4, 23,26].

O radionuclideo Ttrio-90 é um emissor beta puro e, portanto, nio possibilita a aquisicio de
imagens cintilograficas quando dosagens baixas ou padrio de Acms marcados com {trio-90 sao
aplicados ou usados. Imagens de radiagio Bremsstrahlung podem ser adquiridas quando se

utilizam quantidades muito altas de radioatividade e estas se concentram consideravelmente em
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determinados 6rgaos ou tumor, 0 que nem sempre acontece na maioria das situacoes clinicas.

Isto também resulta em imagens de baixa qualidade [4,51,54,55].

Desta forma, existe a necessidade de um radionuclideo com similaridade quimica com itrio-90,
porém com radiagdio gama, para determinar a distribuicdo e dosimetria dos anticorpos
monoclonais marcados com o itrio-90 nos 6rgios e no tumor. O Indio-111, um isétopo ja
conhecido e freqientemente usado para imagem, preenche essa necessidade para predizer os
parametros do Acm marcado com itrio-90. Mesmo com a disponibilidade de Acms Indio-111
correspondentes para quase todos os Acms marcados com {trio-90 [Acm-""Y] utilizados para
RIT (como Ibritumomab tiuxetan-""Y/""'In), a necessidade do indio-111 é uma desvantagem
pequena. Por outro lado, com o uso do ™Y, a exposicio a radiagio de profissionais e parentes é
desprezivel e os procedimentos terapéuticos podem ser realizados mesmo com altas doses sem

necessidade de isolamento [4,51,54].

Outra vantagem importante do itrio-90 esta relacionada ao poder de penetragio de suas
particulas beta que é maior que do iodo-131, sendo vantajoso para o tratamento de tumores
com distribui¢ao heterogénea do antigeno. Rénio-186 e Cobre-67 sao isétopos ja utilizados para
RIT de células-B de LNH, mas relatos sobtre o uso clinico sdo limitados até o momento; suas
vantagens e desvantagens estdo descritas na TAB. 3 [51,54].

Vantagens da Radioimunoterapia em relagao a Imunoterapia ou Radioterapia

A abordagem de conjugacio de anticorpos com radioisétopos terapéuticos apropriados
diferencia radioimunoterapia de imunoterapia ou com anticorpos nao conjugados ou conjugados

com toxinas, as chamadas imunotoxinas [4,12,25].

O tratamento com anticorpos ligados a radioisétopos (RIT) em vez de imunotoxinas ou
anticorpos nao conjugados resulta em varias vantagens distintas. Uma vantagem evidente ¢ que

com RIT, os efeitos anti-tumor destes Acms, os mecanismos tanto biolégico e imunoldgico,
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como apoptose, ADCC e CDC, em conjunto com os efeitos da radiagcao, exercem papel

importante nas respostas anti-tumorais observadas [4,16,17,28,29,32,35].

Outra vantagem importante da RIT é que ndo é necessario dirigir um anticorpo especifico para
cada célula tumoral para provocar o efeito antitumoral ao nfvel celular, ja que até células
antigeno-negativo nao dirigidas podem ser irradiadas e potencialmente mortas por radiacio
oriunda de células vizinhas. Isto ndo ocorre com anticorpos nao conjugados ou imunotoxinas,
onde para cada célula tumoral deve ser especificamente direcionado um anticorpo para que

aconteca o efeito antitumoral ao nivel celular [4,16,25].

Em conseqtiéncia, ¢ improvavel que ocorra uma regressio completa da massa tumoral utilizando
anticorpos nao conjugados ou imunotoxinas se o antigeno nao for expresso em cada ou em

quase todas as células tumorais.

Esse fator pode explicar parcialmente a fracao de remissdo completa (RC) entre as remissoes
totais (RT), ou seja, remissdes completas (RC) e remissoes parciais|[RP] juntas, utilizando doses
nao mieloablativas de Acms radiomarcados comparados com Acms nao conjugados similares

[20,21,28,63].

Outra vantagem em potencial da RIT é a forma como a radiagao é depositada, em taxa de dose
baixa (<20cGy/h), fazendo com que seja mais eficaz que os feixes de radiacio externa (XRT), o
chamado efeito inverso da taxa de dosagem. Este fato estd provavelmente relacionado ao efeito
de apoptose sobre as células de linfoma e ao ciclo de crescimento celular, com acimulo de

células na fase G2-M do ciclo celular, que sdo radiosensiveis [4,15,16,23].

Contudo, a grande vantagem da radioimunoterapia sobre imunoterapia ou radioterapia consiste
no principio empregado. Diferente de radioterapia feita com aplicagao de feixes de doses
intensas em espagos de tempo curto, a RIT ¢ feita utilizando-se doses muito pequenas e radiagao

de LET baixo, porém por um periodo longo.
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Os Radioimuconjugados permanecem no sitio do tumor por dias e devido a meia-vida do
radiois6topo utilizado, ocorre a garantia de emissao de energia de radiagao significante durante
esse periodo. Portanto, a permanéncia da radiagdo constante por um periodo longo de tempo
provoca alguns efeitos evidentes. Um desses efeitos é a possibilidade de reparo ou a recuperagao
celular sobre o efeito sub-letal provocado pela radiagao de LET baixa usado em RIT durante o
periodo de tratamento. Ha estimativas de que o aumento de aproximadamente 20 % da taxa de

dose ¢ necessario para atingir o grau de sobrevivéncia onde o reparo celular nao é possivel [21].

Para uma RIT bem sucedida, a protocolo de tratamento deve ser planejado considerando-se os
efeitos de proliferacio celular que, infelizmente, ocorre durante o tratamento. Para frear a
proliferagio celular e manter a populagdo celular constante existe a estimativa de que sao
necessarias taxas de doses entre 2 a 3 ¢Gy/h, enquanto que taxas de dose alta s3o necessarias

para provocar a regressao das mesmas células tumorais [21,83].

Outra vantagem do tratamento prolongado utilizando-se pequenas taxas de dose de radiagao de
RIT, diz respeito a re-vascularizagdo de regides hipdxicas dentro do tumor. Considerando que
células no estado hipdxico anterior voltam ao estado aerébico e tornam-se mais sensiveis e
susceptiveis ao efeito deletério da radiacio de LET baixo emitida pelos radioimunoconjugados

espalhados "in loco" ou seja, dentro das células tumorais [21,83].

Resultados clinicos

O primeiro resultado clinico de RIT para linfomas e leucemia linfocitica cronica de células-B foi relatado por DeNardo e
seus colaboradores em 1987 [27], que utilizaram o anticorpo Lym-1 marcado com o iodo-131, dirigido contra um antigeno variante (HLA-
DR), fazendo uso de um modelo radioterapico de dose baixa fracionada com dose de radiagao entre 30 e 60 mCi de atividade, distribuidas
entre duas a seis semanas, até atingir a resposta maxima do tumor, bem como, a toxicidade limite da dose e desenvolvimento da HAMA
(Human anti-mouse antibody response) ao atingir 300 mCi de atividade.

Dez entre os dezoito pacientes que participaram do estudo, apresentaram remissao completa de 55 % (RC). As RC foram
atingidas quando mais de 260 mCi (9,6 GBq) de atividade do iodo-131 foi usado [4,17,27]. Esses resultados foram atualizados em 1998
quando DeNardo e seus colaboradores relataram o tratamento de vinte e um pacientes (seis com LNH baixo-grau, doze com grau-
intermediario e trés com alto-grau). Quatorze receberam mais de uma dose de RIT [17].

A dose maxima tolerada (DMT) foi de 100 mCi/m? para cada uma das duas doses aplicadas, separadas por um intervalo
de 4 semanas. Do total de vinte e um participantes, onze (52 %) responderam ao tratamento, quatro (19 %) apresentaram a RP e sete (33 %)
RC. A média de duragio de resposta foi de dezeseis meses para baixo-grau, oito meses para grau-intermediario e somente cinco meses para a
doenga de alto-grau [17).

Outro resultado clinico importante relatado foi o resultado do primeiro ensaio de Fase I/II do estudo de RIT de anti-
CD20 para LNH utilizando dosagens nio-mieloblasticas de Tositumomab-13'1, uma experiéncia realizada na Universidade de Michigan, EUA.
Dos cinqtienta e nove pacientes participantes do estudo, quarenta e dois (71 %) responderam ao tratamento, vinte com RC (34 %). A média
de sobrevivéncia sem a progressio da doenca foi de doze meses para todas as respostas, e vinte meses para Os pacientes com remissao
completa (RC). Sete (12 %) pacientes permaneceram sem a doenca entre trés e seis anos de vida. Quatro desses pacientes (7 %) recairam apds
ASCT (autologous stem cell transplantation) [19].
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Ha telato de um trabalho publicado em 2004 de um estudo de RIT Fase 11 usando Tositumomab e Tositumomab-'3'I para
LNH de células-B indolente e transformado. Dos quarenta e um pacientes, trinta ¢ um (76 %) responderam ao tratamento, vinte (49 %)
atingiram a remissio completa (RC) ou remissao completa niao confirmada (RC(u)), onze (27 %) atingiram remissdo parcial (RP). Em ambos
0s casos, a taxa de resposta ¢ similar (76 %) em forma indolente, e (71 %) em LNH transformado. A média de dura¢io total sem progressao
da doenca para ambos foi de um ano e trés meses. Onze (27%) pacientes continuaram em RC ou RC(u) de quase trés anos a cinco anos e
dois meses apés a terapia. Em geral, a terapia foi bem tolerada e a toxicidade hematoldgica foi o principal efeito adverso encontrado dentro
do estudo [4,12,16].

Além disso, Bienert e seus colaboradores em 2005 relataram o tesultado de um estudo avaliando a seguranca, toxicidade e
a resposta terapéutica de RIT, usando dosagem ndo-mieloblasticas de Rituximab-3'1 em pacientes com células-B de LNH previamente
tratados com quimioterapia seguida de ASCT. Obtiveram (10 %) de remissao completa com duragio de quatorze meses, dois pacientes (22
%), com remissdo parcial com regressio de doze a treze meses ap6s o tratamento. Um dos pacientes com RP recebeu um novo tratamento
com RIT e ficou livre da doenga por mais sete meses.

Quatro pacientes com doenga avangada ou massa volumosa entre os que responderam ao tratamento morreram quase
cinco messes apds o tratamento. Trés pacientes desenvolveram taxa alta de soro lactose dehidrogenase (SLD) antes da RIT e nenhum deles
respondeu a0 tratamento. Dos pacientes que receberam RIT como tratamento adicional apés quimioterapia, um deles continuou com a
doenga ap6s nove meses e o outro teve recaida cinco meses apds acompanhamento. A toxicidade hematoldgica reversivel de nivel trés em
quatro ocorreu em sete dos nove pacientes.

Os pesquisadores concluiram que a radioimunoterapia com Rituximab-B'T em pacientes com LNH de células-B
previamente tratados com quimioterapia ¢ seguro e bem tolerado, e que quatro entre dez terapias induz respostas. Mas concluiram que RIT é
menos eficiente em pacientes com alto-grau e com SLD alto. A toxicidade hematoldgica severa ocorrida em sete pacientes nio provocou
nenhum problema clinico significante. Todavia, afirmaram que RIT patece ser uma opgio terapéutica adicional para pacientes com células-B
refratarios cuidadosamente selecionados [4,28,30].

Vose e seus colaboradores em 2000 conduziram um estudo multi-institucional Fase 11 com Tositumomab-'3'T para RIT de
LNH de células-B de baixo-grau transformado, refratario e quimioterapia recorrente. Entre os quarenta e sete pacientes participantes do
estudo, quarenta e cinco (96 %) foram tratados com uma tunica dose terapéutica. Vinte e sete (57 %) pacientes responderam. A taxa de
resposta ¢ idéntica ou similar para os pacientes com baixo-grau (57 %) e baixo-grau transformado (60 %0). A média de sobrevivéncia livre da
doenga foi de quase dez meses. Quinze pacientes (32 %) tiveram RC. A média de duragio dos RC foi de quase vinte meses, e seis pacientes
(13 %) tiveram RC em andamento no término do estudo. Os pesquisadores concluiram que o tratamento foi bem tolerado, sendo a
toxicidade hematolégica a unica reagio adversa observada no estudo [20].

Contudo, atualmente, ha treze anticorpos monoclonais liberados para uso terapéutico, entre os quais somente dois
radiomarcados liberados para uso; ambos para o tratamento de LNH: Tositumomab-'3'I (Bexxar; Cotiza Cortp., Seatle, WA, USA), e
Ibritumomab-""Y tiuxetan (Zevalin, IDEC Pharmaceuticals, San Diego, CA, USA) [4,15,16,24,32]. Atingiu-se uma taxa de remissao global de
67 % em pacientes de LNH tratados com Zevalin (4,15,24,32,59].

Experiéncias com uma unica dosagem de Bexxar em quinhentos e oitenta e dois pacientes em cinco ensaios clinicos
resultaram em remissdes com média de duracio de trés meses a seis anos. Um total de cento e sessenta e um (28 %) pacientes tiveram
remissdo completa (RC), com média de duracdo de quase cinco anos [15,24]. Segundo os pesquisadores, esses dois radiofirmacos
demonstraram ter a sua eficdcia terapéutica aumentada, nio somente por serem conjugados a radionuclideos aproptiados, mas também por
serem dirigidos ao antigeno com especificidade e afinidade definida [24].

Principais métodos de radioiodagao

Na area clinica, anticorpos monoclonais marcados com iodo-131, iodo-123 e iodo-124 foram
muito utilizados no diagndstico e tratamento de varios tipos de canceres [44,45,47].

Virios métodos e técnicas foram propostos e empregados na radioiodacdo de proteinas, seus
fragmentos e peptideos: método direto por meio de substitui¢ao eletrofilica oxidativa pelo uso
de agentes oxidantes como a Cloramina-T ou Iodogen, pela oxidagido enzimatica utilizando-se a
lactoperoxidase, ou substitui¢ao eletrolitica com uso de células especiais eletroliticas, e o método
indireto ou conjugagio através do uso de grupos prostéticos, entre outros.

Devido a sua simplicidade, o mais utilizado ¢ o método direto utilizando-se Cloramina-T que
resulta na introdugao do iodo, na posi¢ao meta no anel fendlico dos residuos de tirosina [43,44,
47,48,52].

Marcagao de proteinas com Cloramina-T

A famosa técnica de Greenwood, ou Cloramina-T é a técnica mais utilizada em varios
laboratérios de pesquisa por sua simplicidade e praticidade, porém com pequenas alteragoes,
ajustadas as respectivas necessidades. Essa técnica consiste em submeter um anticorpo ou
proteina a ser marcada ao iodeto radioativo, tamponado com adi¢ao de tampao fosfato pH 7,4
seguido de Cloramina-T. Apds poucos minutos de reagdo a temperatura ambiente e sob
agitacdo, a reagao ¢ terminada adicionando-se metabissulfito de sédio. Em seguida, o composto
marcado pode ser purificado em coluna de gel filtrante, (Sephadex G-25) utilizando-se tampao
PBS (fosfato-salina pH 7,5) [43,44,52,54].
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Em geral, a coluna de Sephadex ¢ eluida com 40 — 50 mL de solu¢do tampao fosfato de sodio
em fragoes de 0,5 mL. A atividade em cada fracdo é determinada, e as fragdes que contém o
produto marcado sio misturadas. [44,52,54].
Apesar desse método ser mais utilizado para marcacao de proteinas e polipeptideos, alguns
problemas especificos sdo associados ao seu uso. O primeiro problema ¢é ser o método
inadequado para a marcagao de proteinas e peptideos sem residuos de tirosina. O segundo é que
algumas protefnas apresentam alteragdao estrutural parcial durante a radioiodagdo, enquanto
outros apresentam alteracoes permanentes [45].

Alteragoes estruturais sofridas pelas proteinas podem comprometer sua fungao

biologica e, conseqiientemente, alterar a sua capacidade de ligagio ao antigeno levando a
baixa imunoreatividade desses anticorpos monoclonais [44,47,52]. Esses danos podem ser
leves ou severos a ponto de deixar o anticorpo marcado improprio para o uso. Ha algumas
evidéncias também de que danos dessa natureza sio provocados por impurezas nocivas,

presentes nas solugoes do iodo proveniente de determinados fornecedores [45].

Um outro problema comum relativo aos anticorpos monoclonais radioiodados utilizando-se
Cloramina-T, é a susceptividade desses anticorpos a dehalogenac¢ao 7 vive. Esse fenomeno ¢é
atribuido a deiodinases endégenas devido a similaridade quimica do sitio de iodinagao dos
anticorpos monoclonais com os dos hormoénios da tiredide [47].

Radidlise do anticorpo marcado

A eficiéncia de ligacio e a estabilidade de compostos radioiodados sao essenciais e
determinantes para uma irradiagio 7z wivo eficiente. Para que isso ocorra, deve-se evitar a
decomposi¢ao ou a radidlise de compostos radioiodados durante armazenamento ou transporte.
A ocorréncia de autoradidlise ¢ um problema em potencial quando alta atividade especifica de
radiagao é incorporada aos anticorpos monoclonais usados para terapia [42,72,73].

Em geral, a ocorréncia de autoradidlise em compostos radiomarcados é um fato preocupante,
pois isso comprometera a sua capacidade e eficiéncia terapéutica. Minimizar os efeitos deletérios
atribuidos a radidlise de compostos radiomarcados por iodo-131 e itrio-90, ou outros
radiois6topos beta emissores, ¢ de suma importancia na prepara¢ao de formulagdes clinicas para
radioimunoterapia [23,77-80].

A radidlise pode ocorrer e se manifestar como problema tanto durante o processo de marcag¢ao
como durante armazenamento do composto radiomarcado até sua administragao ao paciente.
Esse entrave em potencial é caracteristico dos beta emissores, visto que possuem alta energia, e
as altas doses de radioatividade incorporadas aos anticorpos monoclonais podem além de
irradiar o tumor, irradiar potencialmente a molécula do anticorpo. A conseqiiéncia direta disso é
a sua capacidade em destruir ou modificar a atividade biolégica do anticorpo, principalmente a
afinidade do anticorpo pelo antigeno dirigido [23,72-74,77,80].

Contudo, a degradagao radiolitica em compostos radiomarcados tem sido o maior desafio no
campo de pesquisa e desenvolvimento de radiofarmacos para aplicagbes terapéuticas.
Normalmente, o grau de decomposicio ¢ diretamente proporcional a atividade total empregada.
Isto é, a decomposi¢ao é mais lenta em compostos com baixa concentracio radioativo de
atividade (< 4mCi/mL) do que em compostos com altas concentragdes radioativo de atividade
(>10mCi/mL) [72,74,80].



28

Porém, compostos radiomarcados podem permanecer relativamente estaveis em niveis de até 20
mCi, em temperatura ambiente, enquanto que compostos com 100 mCi podem se decompor
rapidamente nas mesmas condi¢ao de conservagao e armazenagem [75].

A decomposicao radiolitica se inicia no término do processo da marcagao. Porém a vida util de
radiofarmacos reconstituidos ou nao ¢ ditada pela sua pureza radioquimica (PRQ). Isto ¢, a
porcentagem do produto marcado contido no produto final menos a impureza presente na
marcagao. Compostos ou produtos com alta pureza radioquimica sio considerados ideais e
seguros para aplicagdo terapcutica, e sao capazes de produzir maior efeito terapéutico desejado.
Em contrapartida, produtos com pureza radioquimica baixa ou menor (<90%) tém seu uso
desaconselhado, pois acredita-se que além de apresentar um certo risco ao paciente, sao
ineficazes em apresentar efeito terapéutico desejado [75].

Para solucionar esse problema, aditivos e estabilizantes ou procedimentos alternativos que
podem aumentar a vida util dos compostos radiomarcados sdo importantes e necessarios em
termos praticos e economicos, considerando a conservagao, logistica e demanda [75,77,81].
Entretanto, a quantidade de solugdo estabilizadora usada em composi¢oes radiomarcados ou
conjugadas em temperatura de conservagao e estocagem devem sempre ser ajustadas de acordo
com a sensibilidade do composto marcado e em funcio da degradacio ou decomposicao
radiolitica do composto radiomarcado [74].
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Objetivo

O presente trabalho objetiva estudar a radioioda¢ao do anticorpo monoclonal anti-CD20 com
radioiodo (iodo-131), visando contribuir para a elabora¢ao de um radiofarmaco com potencial

para tratamento de linfoma nao-Hodgkin.

Estudar as condi¢des de marcagdao do anticorpo anti-CD20 quimérico, Rituximab, Mabthera®
com iodo-131, a estabilidade 2 vitro ¢ in vivo, a imunoreatividade, ¢ a distribui¢ao biologica do

composto marcado (anti-CD20-""T).
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Materiais e métodos

Materiais

Reagentes e solugoes

Anticorpo anti-CD20 quimérico (humano-murinico), Rituximab, Mabthera®-Roche
Brasil.

Radioiodo-["*'I]Nal Notdion — Canad4, processado no IPEN-CNEN/SP
Cloramina-T (N-monocloro-p-toluenosulfonamida) — Merck, USA

Metabissulfito de sédio —Merck, USA

Fosfato de S6dio monobasico monoidratado (NaH,PO4. H,0) — Merck, Brasil
Fosfato dissédico (Na,HPO,) — Merck, Brasil

Todeto de Potissio — Merck, USA

Metanol — grau HPLC - EM Science, USA

Azida Sédica — Merck, USA

Anti-CEA — Anticorpo Monoclonal Anti-antigeno carcinoembrionario Merck,USA
Cloreto de Sodio — Merck, Brasil

Polivinilpirrolidona (PVP) — Sigma, USA

Glicose anidra — Merck, USA

Acido Gentisico — Sigma, USA

Barbiturato de sédio — Amersham Bioscience, Brasil

Acido Ascérbico — Merck, Brasil

Ficoll Paque 400 - Amersham Bioscience, Brasil

Diatrizoato de sédio - Amersham Bioscience, Brasil

Heparina — Roche, Brasil

Cabe salientar que todos os reagentes utilizados apresentam grau analitico, com exce¢do do
metanol que foi utilizado com grau HPLC.
Egquipamentos

Contador Gama Cobra CR-276, Packard, USA.

Cromatografo Liquido de alta Eficiéncia — Waters, com detetor UV (Waters) e detetor
de radiacio, Packard, USA.

Balanca Analitica, M-220 - Denver Instruments, USA.

Calibrador de Dose, CRC — 35R, Capintec, USA.

Centrifuga, CF 7D2 Himac Hitachi, USA.

Monitor portatil de radiagao 7013 — IPEN

Balanga Digital GM-300P Lutron, Brasil.

pH metro — Tecnopon, Brasil.

Banho maria Water Bath B-48/0 — Bucchi, Brasil.
Eletroforese — EPS 301, Amersham Pharmacia Bioteck, USA.
Agitador Vortex, USA.



31

Animais
Camundongos — Swiss adultos sadios, pesando entre 28 — 45 g - Biotério — IPEN/CNEN-SP

Outros

®  Colunas de gel Sephadex G-25, PD10 Pharmacia, Biotec-Sweden.

®  Cubas cromatograficas de vidro — Perlab, Brasil.
= Filtros millex 0,22 um — Millipore, USA.

* Placa cromatografica impregnada com silica gel 60 — Gelman Sciences, USA.
®  Papel cromatografico Whatman n°. 1 — Whatman, USA.

® Programa BIEXP de analise compartimental [82].

Métodos
Preparacao de solucies de trabalho

Foram preparadas as seguintes reagentes e solugdes:

a) Soluc¢ao tampao fosfato de sédio 0,2 M, pH 7,3 ¢ 7,5
b) Solucio de Metanol 85 %

¢) Solugio de Azida Sédica 0,05 %

d) Solugao tampao barbital 0,5 M, pH 8,6

Preparagao do anticorpo monoclonal anti-CD20 (Rituxcimab-Mabthera®)

Para realizar as marcagoes foram colocados em tubos plasticos de marcagdo conicos com tampa
de 1,5 mlL, aliquotas de 100ug do anticorpo em 10uL de tampao fosfato 0,2 M, pH 7,5. Os
tubos foram acondicionados sob refrigeracao (2 —8 °C) de acordo com as recomenda¢oes do
fabricante.

Estudo das condicoes de marcacao do anticorpo monoclonal anti-CD20 com iodo-131

Neste estudo, a marcagdo do anticorpo anti-CD20 quimérico Rituximab, Mabthera® Roche,
Brasil, com iodo-131 foi realizada por meio de adaptagiao da técnica de radioiodagao direta de
proteinas, relatada por varios autores, como Yalow & Benson (1960), Hunter & Greenwood
(1962), Greenwood & Hunter, Glover (1963), e Berh, Th. M et al (2001), entre outros. Consiste
em uma metodologia de incorporagao direta, por meio de substituicao eletrofilica, na qual o
radioiodo (iodeto de sédio) ¢ oxidado na presencga da proteina ou anticorpo. Por meio de uso de
Cloramina-T (N-monocloro p-tolueno sulfonamida) agente oxidante moderado, e metabissulfito
de sédio como agente redutor para interromper a reagao [43,44,51,52,54].
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Para efetuar as marcagdes utilizou-se a solugao de tampao de fosfato de sédio 0,2 M, pH 7,5
previamente preparada e armazenada em geladeira, e os demais reagentes (solugao de iodeto de

sodio, Cloramina-T, e metabissulfito de sédio) foram preparados no momento do uso.

- Reagentes e solugoes:

* AcM anti-CD20 (Rituximab-Mabthera® Roche, Brasil) 100 pg / 10 pL de tampio
fosfato 0,2 M, pH 7,5

* Cloramina-T (Img/ml) em solucio tampao fosfato de sédio 0,2M pH 7,5

. Metabissulfito de sédio (2mg/mL) em solugio tampio fosfato de sédio 0,2M pH7,5

*  Na"'l diluido em 4gua destilada, 37 — 185 MBq (1 — 5 mCi) / 10 pL.
*  Solugio tampao fosfato de sédio 0,2M, pH 7,5

» Condigio de marcagido padrio:
Num tubo de marcagdo foram colocados 100 pg em 10ul. de tampao fosfato 0,2 M, pH 7,5 do
anticorpo anti-CD20, 50 uL de solu¢io tampao fosfato de sédio 0,2 M, pH 7, 5; 10 uL de
solucio de Na"”'T (37 — 185 MBq) e 10 plL de solugio Cloramina-T (Img/ml). Apds trés
minutos de reacdo a temperatura ambiente e sob agitagdo, adicionou-se 10 pl. de solugao
Metabissulfito de sédio (2mg/mlL).
» Condigio de marcagio com atividade terapéutica:

Num tubo de marcagido foram colocados 10 mg em 1mlL de tampao fosfato 0,2 M, pH
7,5 do anticorpo anti-CD20, 100 pL de solugao tampao fosfato de sédio 0,2 M, pH 7, 5; 200 pLL
de solugio de Na"'T (2960 — 37000 MBq) e 10 pL de solugio Cloramina-T (10mg/mL). ApSs

trés minutos de reagdo a temperatura ambiente e sob agitacao, adicionou-se 10 pL. de solugao
Metabissulfito de sédio (20mg/mlL).

Estudo dos parametros de marcagio

A massa da Cloramina-T, do anticorpo monoclonal anti-CD20, a atividade do iodo-131 e o
tempo de incubagao foram estudados. Variando-se um dado parametro, os restantes
permaneceram constantes, ou seja, inalterado, de acordo com a condi¢io de marcagao padriao
descrito anteriormente.

Avaliacao da influéneia do tempo de incubagao na pureza radioguimica da marcagao

Desejando-se obter o melhor rendimento e pureza radioquimica do produto marcado em menor
tempo de reagdo, variou-se o tempo de reagao em um, trés, e dez minutos, sendo os parametros
restantes mantidos inalterados.

Avaliacao da influéncia da massa de Cloramina-1 na pureza radioquinica da marcagio

Verificou-se a influéncia da massa do agente oxidante (CT) na pureza radioquimica (%) do
produto marcado. A massa de Cloramina-T (CT) foi variada utilizando-se volume constante
(uL) de solucao de CT de concentracoes diferentes (1 mg/ml, 10 mg/ml, e 20 mg/mL), ou
seja, 10ug, 100 pg e 200ug de CT e os parametros restantes foram mantidos inalterados.

Para cada massa de Cloramina-T variada foi avaliada nos diferentes tempos de incubagio.
Avaliacao de influéncia da razao massa do anticorpo | atividade do iodo-131

Estudou-se o efeito da razdo massa do anticorpo / atividade do radioiodo, para marcagdes com
com atividade diagndstica (37 a 185 MBq / 1 — 5 mCi) do radioiodo-131. Mantivemos as demais
condi¢Oes inalteradas.
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O anticorpo monoclonal anti-CDD20 (Rituximab—Mabthera®) foi diluido e aliquotado em 100, 50,
25,10 pg / 10 pL em tubos de marcagao. Os tubos foram marcados com atividade de 74 185
MBgq / 10 pL de iodo-131.

O tempo de incubagio também foi variado em um, trés, e dez minutos em temperatura

ambiente utilizando-se 100 pug de Ac e atividade diagnostica.
Meétodos utilizados na avaliacio da pureza radioguimica do produto marcado

Foram avaliadas metodologias diferentes para determinar a pureza radioquimica do produto
marcado (% do radionuclideo incorporado a proteina) tais como:

2)

Cromatografia em camada delgada ITLC-SG), utilizando-se fita de silica gel
60 como fase estacionaria e metanol 85 % como fase movel. A proteina marcada
foi aplicada a 1,50 cm da base da fita, que em seguida foi colocada na cuba
(previamente saturada) contendo o solvente. A proteina marcada permanece na
metade inferior da fita enquanto o radioiodo livre migra para a metade supetior
da fita.

Ap6s a corrida, as fitas foram secas, cortadas em segmentos de lcm para
determinagao de radioatividade em contador de radiagao gama do tipo pogo.

A TABELA 4 demonstra as distancias de migracao relativas (Rf) de cada espécie radioquimica
observada na fita de ITLC-SG.

TABELA 4- Rf das espécies radioquimicas observados em fita de ITLC-SG e metanol

85 %
Componente Rf
Anti-CD20-"'T 0,0
P (livre) 1,0
b) Eletroforese — a porcentagem de radioiodo livre nas marcagdes foi

determinada utilizando-se eletroforese em papel Whatman 1 e solugao tampao
barbital 0,5 M, pH 8,6 como solvente, 300 V por 40 minutos. A proteina
marcada foi aplicada a 1,50 cm da base da fita, que em seguida foi colocada na
cuba contendo o solvente (solu¢do tampao barbital 0,5 M, pH 8,6). A proteina
marcada permanece na metade inferior da fita enquanto o radioiodo livre migra
para a metade superior da fita.

Ap6s a corrida as fitas foram secas, cortadas em segmentos de 1 cm para
determinagao de radioatividade em contador de radiagao gama do tipo pogo.



34

Purificacio do produto marcado (anti-CD20-"'I)

Purificou-se o produto marcado com o intuito de promover a redugao da impureza existente no
mesmo, na forma de iodo livre (fons iodeto que nio se ligaram a estrutura do anticorpo anti-
CD20).

O produto marcado foi transferido do tubo da marcagao para a coluna Sephadex G-25 PD10,
pré-lavada ou equilibrada com aproximadamente 40 ml de solu¢ao salina (NaCl 0,9 %). Em
seguida, a coluna foi eluida com solugio salina e foram recolhidas 12 fragdes de 1 mL cada,
sendo que o produto marcado foi eluido na terceira e quarta fragdes. A atividade dos tubos foi
determinada em calibrador de dose [44,54].

A pureza radioquimica (%) das fragoes reunidas que contém o produto foi determinada através

de cromatogratia em fitas (duplicatas) de silica gel (ITLC-SG), usando-se metanol 85 % como
solvente.
Calenlo do rendimento de marcacao

Para esse proposito, alguns dados foram coletados, como a atividade do produto no final
do processo da marcagao, a atividade inicial da coluna antes de iniciar as eluigdes, e atividade
final da coluna apds as eluigdes. Em seguida, realizou-se o calculo do rendimento (%) do
produto marcado purificado. Adotou-se como padriao o rendimento global, ou seja, rendimento
global do produto final apo6s sua passagem pela coluna, dividindo a soma das fragoes (tubos trés
e quatro) que contém o produto pela atividade inicial, quando ainda no tubo de marca¢ao antes

da sua transferéncia para a coluna Sephadex G-25 PD10.

A férmula utilizada no calculo:

Rendimento Global (%) = A (T3 + T4)

(Eq.1)
A (Ta)

Onde:

A (T3 + T4) é a soma de atividade das fracSes que contém o produto.
A (Ta) ¢ a atividade inicial do produto antes da sua transferéncia para a coluna.

Estudo de estabilidade in vitro do anticorpo anti-CD20 marcado com iodo-131
Estudo de estabilidade em Plasma Humano (PH)

Prepara¢ao de Plasma Humano
Amostras de plasma humano foram preparadas a partir de amostras de sangue coletadas de

doadores voluntarios. As amostras de sangue foram colocadas em tubos conicos apropriados

heparinizados e, em seguida, centrifugadas a 2500 rpm (rotagdes por minuto) por 10 minutos a
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temperatura ambiente. O plasma foi coletado dos tubos conicos e misturado para formar uma

unica amostra de plasma.

Ensaio:

Para o produto marcado com atividade terapéutica de 2960 MBq (80 mCi), incubou-se 3,7 MBq
(137uCi) de atividade em 1,5 mL de plasma humano.

Da mesma forma, para o produto marcado com atividade diagnéstica de 92,5 MBq (2,5 mCi),
incubou-se 37 MBq (1 mCi) de atividade em 1,5 mL de plasma humano.

Em seguida, verificou-se a estabilidade dos compostos por meio da determinacao de pureza
radioquimica (%) duas, quatro, seis, e 24 horas ap6s a incubagio, por meio de cromatografia em
fitas (duplicatas) de silica gel (ITLC-SG), usando-se metanol 85 % como solvente.

Estudo de estabilidade em Solugao Estabilizadora de Polivinilpirrolidona (P1/P)

Antes do ensaio propriamente dito foram realizados dois ensaios com finalidade comparativa. O
produto (anti-CD20-"'T) marcado com atividade terapéutica (2960 MBq/ 80mCi) e atividade
diagnéstica (76,59 MBq/2,07mCi) foi conservado em geladeira (2 — 8 °C) e congelado (< —20°C
sem a solucdo estabilizadora de polivinilpirrolidona, PVP).

» Preparagio da solugio estabilizadora de polivinilpirrolidona (PVP)

A solugio de polivinilpirrolidona (PVP) para atividade terapéutica é composta de:

Glicose anidra (100mg), acido ascorbico (10mg), cloreto de sédio (9,5mg), PVP, (500mg),
dissolvidos em 100 mL de solugao tampao fosfato de sédio 0,2 M, pH 7,5 e o pH final foi
ajustado para 7,0 com 3,5 mL de soluc¢ao de acido cloridrico 1M.

A solugao de PVP para atividade diagnostica é composta de:

Glicose anidra (Img), acido ascérbico (10mg), cloreto de sédio (9,5mg), PVP (500mg),
dissolvidos em 100 mL de solugao tampao fosfato de sédio 0,2 M, pH 7,5 e o pH final foi
ajustado para 7,0 com 3,5 mL de soluc¢ao de acido cloridrico 1M.

Ensaio:

O estudo de estabilidade em PVP foi realizado incubando-se o produto marcado (anti-CD20-
") com atividade terapéutica (2960MBq) em solucio estabilizadora de polivinilpirrolidona
(PVP) preparada para alta atividade (10mL), e a mistura foi conservada em geladeira a 2 - 8 °C,
ou congelada a — 20 °C; e o produto marcado (anti-CD20-"'T) com atividade diagnéstica
(24,5MBq) foi incubado em solu¢io de PVP previamente preparada para baixa atividade
(10mL), e a mistura foi conservada de 2 - 8 °C.

Em seguida, verificou-se a estabilidade dos compostos por meio da determinaciao de pureza
radioquimica (%) duas, quatro, seis, e 24 horas apds a incubagiao por meio de cromatografia em
fitas (duplicatas) de silica gel (ITLC-SG), usando-se metanol 85 % como solvente.

Estudo de estabilidade em Solugio Estabilizadora de Acido Gentisico
> Preparagio de solugio Estabilizadora de Acido Gentisico
Para marcacao com atividade terapéutica foram pesados 40 mg de acido gentisico (acido 2,5-

dihidroxibenzoico), dissolvidos em um mililitro de 4gua destilada (40 mg/mL).

Para marcagao com atividade diagnodstica foram pesados 1mg de acido gentisico dissolvidos em

um mililitro de agua destilada.
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Vale ressaltar que as duas solugdes foram preparadas alguns minutos antes do ensaio e foram
conservadas de 2 — 8 °C.

Ensaio

Ap6bs a marcagiao, o produto (anticorpo anti-CD20-"1) foi transferido ao frasco contendo a
solucio de acido gentisico ja preparada, e a mistura foi conservada em geladeira (2 — 8°C).

Em seguida, verificou-se a estabilidade dos compostos por meio da determinagao de pureza
radioquimica (%) duas, quatro, seis, e 24 horas apds a incuba¢ao por meio de cromatografia em
fitas (duplicatas) de silica gel ITLC-SG) [23,74,78,81].

131

Estudo de estabilidade em Solugio Estabilizadora de Acido Gentisico combinado com congelamento

Ensaio

Apés a marcagio, o produto (anticorpo anti-CD20-"

I) foi transferido ao frasco contendo a
solugao de acido gentisico ja preparada, e em seguida, a mistura foi congelada (< —20°C).

Em seguida, verificou-se a estabilidade dos compostos por meio da determinagao de pureza
radioquimica (%0) duas, quatro, seis, e 24 horas ap0ds a incubagao por meio de cromatografia em
fitas (duplicatas) de silica gel ITLC-SG) [23, 74,78,81].

Vale ressaltar que este ensaio foi realizado somente com o anticorpo anti-CD20 marcado com
atividade terapéutica de 2960 MBq. Foi preparada uma solu¢ao nova de acido gentisico para uso
neste ensaio.

Estudo de estabilidade em Albumina Humana (A H) 20 %

O volume do anticorpo anti-CD20-"'T marcado com atividade terapéutica foi elevado a 3 mL
com albumina humana (AH) 20 % (2 mL) num frasco de penicilina (10 mL), em seguida

conservado em geladeiraa 2 — 8 °C.

O mesmo ensaio fol repetida para o anticorpo anti-CD20-"'T marcado com atividade

diagnostica.

Em seguida, verificou-se a estabilidade das marcagdes por meio da determinacdo de pureza
radioquimica (%) duas, quatro, seis, e 24 horas ap6s a incubagiao por meio de cromatografia em
fitas (duplicatas) de silica gel (ITLC-SG) [ 54].

Estudo de Imunoreatividade do anticorpo anti-CD20 marcado com iodo-131

A ligacao especifica (%) i vitro do anticorpo anti-CD20 marcado com iodo-131 aos leucdcitos
foi determinada em comparag¢ao com a de outro anticorpo usado como controle, o anti-CEA
(anti-antigeno carcinoembrionario) também marcado com iodo-131. Dado o fato de que os
linfécitos normais expressam antigeno CID20, usou-se concentrado leucocitarios ricos em
linfécitos-B preparado por meio de técnica descrita a seguir.

Preparagao das amostras de concentrado leucocitario
Método de separagao 7 vitro de leucécitos (rico em linfécitos) utilizando-se Ficoll-paque.
» Principio da técnica
A amostra de sangue total contendo anticoagulante diluida em solugio salina foi colocada acima

de solugao de Ficoll-paque, em seguida centrifugado por alguns minutos. A migracao diferencial
durante a centrifugacao resulta na formagao de camadas de diferentes tipos de células. A camada
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de baixo ¢ constituida de eritrocitos agregados e sedimentandos através da solugiao de Ficoll-

paque.

A camada imediatamente acima contém, na maior parte, de granulécitos, que com a pressao

osmotica da solu¢ao de Ficoll-paque ganha densidade suficiente para migrar e sedimentar-se

acima dos eritrocitos.

Os linfocitos, com sua densidade baixa, sio encontrados na interface entre o plasma e o

Ficoll-paque, juntos com outras particulas de sedimentacio lenta como plaquetas e os

mondcitos. Os linfécitos sio removidos e lavados com solugio salina para remover as plaquetas,

Ficoll-paque e plasma.

» Coleta de sangue e manuseio

O uso de sangue fresco ¢ importante para assegurar maior viabilidade de separagdo dos
linfocitos.

1.

2.

Em tubo de ensaio de 10 ml, adiciona-se 2 ml. de sangue contendo anticoagulante
heparina, mais volume igual de solugio salina (volume final 4mL).
Mistura-se a solu¢ao puxando-se para dentro e para fora da pipeta Pasteur.

>  Ensaio

1

2
3.
4

Coloca-se 3 mL de Ficoll-paque no tubo de centrifugacio.
Adiciona-se com cuidado a amostra de sangue diluida (4 mL) acima do Ficoll-paque.
Centrifuga-se a 1600 rpm, 20 minutos a temperatura ambiente.

Retira-se a camada de linfocitos usando-se a pipeta Pasteur limpa. Cuidado deve ser
tomado para nao dispersar a camada de linfocitos.

» Procedimentos para lavagem de linfécitos para remover as plaquetas

1.

oLk e

~

A camada de linfécitos ¢é transferida para um tubo de centrifuga¢ao limpo.

Obs: F importante a remocio total dessa camada, quantidade minima de Ficoill-paque e
um pouco de sobrenadante. A remogdo excessiva de Ficoll-paque pode provocar a
contaminagdo dos granulécitos, enquanto que a remog¢ao excessiva do sobrenadante
resultara na contaminagao desnecessaria por plaquetas e proteinas do plasma.
Adiciona-se pelo menos 3 volumes (6 mL) de solugdo salina aos linfécitos no tubo de
centrifugacio.

Suspende-se as células puxando-as suavemente para dentro e fora da pipeta Pasteur.

Centrifuga-se a 1500 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente.

Remove-se o sobrenadante.

Suspende-se os linfécitos em 5 mL de solu¢ao de PBS puxando-se o sobrenadante para
dentro e fora da pipeta Pasteur.

Centrifuga-se a 1500 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente.
Remove-se o sobrenadante.
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9. Os linfécitos devem ser suspensos no meio apropriado para serem usados. Cerca de
1500000 linfécitos em 3 mL de solugao salina, sio obtidos e sdo aliquotados em 6 tubos
contendo 0,5 mL cada, constituindo 2 grupos de trés tubos cada. O primeiro grupo
(grupo 1) foi utilizado para estudo de imunoreatividade do anti-CD20"'T e segundo
grupo (grupo 2) do anti-CEA"'T (branco).

3.3.8.2 Incubagio dos anticorpos marcados com os leucécitos

Amostras de 10l do composto marcado (anti-CD20-""T) foram adicionadas aos tubos
do Grupo 1, e amostras de 10puL do controle (anti-CEA-"'T) foram adicionadas ao Grupo 2.
Em seguida, todos os tubos foram incubados em banho-maria a temperatura de 37 °C por uma
hora.
Ap6s incubagio, as atividades nos tubos de ensaio foram determinadas em calibrador de dose e,
em seguida, os tubos foram centrifugados e os sobrenadantes descartados. Um mililitro de
solugao salina foi adicionado aos tubos e foram suavemente misturados. O processo foi repetido
e atividade das células foi determinada em calibrador de dose.
A ligacdo as células para cada tubo foi calculada da seguinte forma:

Atividade final das células  x 100 (Eq.2)
Atividade inicial das células

Por fim, calculou-se a média dos trés tubos para anti-CD20-"'T e anti-CEA-"'I.

A ligacao especifica foi calculada de seguinte forma:

L E = (Ligacdo do anti-CD20-"'T) - (Ligacdo do anti-CEA-"'T) (Eq.3)

Estudo de distribuicao bioldgica do anticorpo anti-CD20 marcado com iodo-131

Foram realizados estudos de biodistribuicio do composto marcado em camundongos da raca
Swiss, sadios para determinar a porcentagem de acumulo em 6rgios e tecidos com relacdo a
atividade do composto injetada, considerando-se que a radioatividade medida pode estar
associada ao composto injetado ou a um produto de sua degradagio.

Todos os estudos de biodistribuicao em animais foram realizados de acordo com as normas da
COBEA (Colégio Brasileira de Experimentacio Animal), permanecendo com agua e ragio
durante todo o periodo de experimentagao.

Foram selecionados 12 camundongos adultos da raca Swiss, sadios pesando entre 28 a 45 g. Os
animais foram separados em trés grupos de quatro (n = 4), sendo cada grupo para cada horario
de estudo, isto é, uma, quatro e vinte e quatro horas apds inje¢ao do produto. Foram injetados
nos animais 0,74MBq (20 pCi/0,1mL) da amostra do anti-CD20-"'T na veia caudal, e em
seguida os animais, foram sacrificados nos tempos pré-determinados.

Amostras de sangue (100 pL) foram retiradas com capilar do sinus orbital antes dos animais
serem sactificados. Os érgios / tecidos como o cérebro, tiredide, pulmio, coragio, baco, figado,
estomago (vazio), musculo, rins, intestino delgado, intestino grosso, utero/ovétio, rabo, foram
retirados, lavados, pesados e, em seguida, colocados em tubos apropriados e a atividade dos
mesmos determinada no contador gama tipo pogo. Aliquotas, correspondentes a atividade
injetada serviram de padrio de referéncia no calculo da porcentagem da radioatividade captada
por cada 6rgio / tecido, expressa em (%) atividade / 6rgio e (Yo)atividade / grama.

Vale ressaltar que os animais utilizados neste estudo nao passaram por tratamento de bloqueio

da glandula tire6ide, nem receberem nenhum tipo de anestésico.
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A pureza radioquimica (%) do composto marcado utilizado no estudo de distribuicdo biologica
foi previamente determinada, por meio de cromatografia em fitas (duplicatas) de silica gel
(ITLC-SG). O produto foi utilizado sem purificacao, pois a pureza radioquimica observada foi
superior a 95 Y.

Férmulas utilizadas nos calculos biologicos:

" % Atividade / 6rgio = cpm 61gao X 100
(Eq4)
cpm padrao
* % Atividade / grama = % dose / 6rodo
(Eq.5)

peso do 6rgao correspondente

* volemia (mL) = peso corpdreo animal (g) x 0,07 (mL/g) (Eq.6)
*  %Atividade/sangue total =volemia (ml.) x cpm sangue x100 (Eq.7)

cpm padrao
* % Atividade /grama musculo = cpm musculo (g) x 100 (Eq.8)

(cpm,, massa amostra de musculo)

Onde: cpm = contagem por minuto.

Cpm,, = com padrio.

Os resultados de captagdo sanguinea foram analisados no programa BIEXP de analise
compartimental, gentilmente cedido pela Dra. Murphy do Instituto Nacional de la Nutricion
Salvador Zubiran, México.
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Resultados
Condig¢des de marcagio do anticorpo anti-CD20 com iodo-131

Neste estudo, avaliou-se as condigdes de marcacio do anticorpo anti-CD20 (Rituximab,
Mabthera-Roche, Brasil) com iodo-131, utilizando-se metodologia de incorporacdo direta do
radioiodo e empregando-se Cloramina-T como agente oxidante. Obteve-se um produto com
pureza radioquimica supetior a 96 % (96,65 £ 0,23 / 95,23+2,80 n=3) logo apds a marcacio, e
inferior a 90 % (86,18 £ 0,48 / 88,0710,83 n=3) 24 horas ap6s marcacio. Os valores descritos
foram obtidos com os métodos de cromatografia em camada delgada (ITLC-SG) e eletroforese,

respectivamente.

Nao foram observadas diferencas significativas entre os métodos de analise de pureza
radioquimica utilizados, como apresenta a TAB. 5. Por questoes de praticidade para realizagao
do ensaio, optamos, na maioria dos estudos, pela determina¢do da pureza radioquimica (PR)

utilizando-se o método cromatografico.

4.1.7 Influéncia do tempo de incubacio na pureza radioguinmica da marcagao

A TABELA 5 e FIGURA 1 apresentam o resultado do estudo de variacio do tempo de
incubacdo na pureza radioquimica da marcagao.

TABELA 5- Pureza radioquimica (%) do anticorpo anti-CD20-"'I determinada por
cromatografia em camada delgada (ITLC-SG) e eletroforese nos tempos de
incubacio estudados.

Pureza Radioquimica (%)

ITLC-SG Eletroforese

Tempo (min)  Imediato 24 hs Imediato 24 hs

1 96,65+ 025 86,18 + 0,48 9523 + 2,80 88,07 + 0,83
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3 9754+ 145 87,12+025 96,14 + 0,35 85,64 + 0,45
10 96,82 + 026 86,56 + 0,45 96,49 + 0,13 86,75 * 0,68
(N=5)

Nao se observa diferenca substancial nos valores obtidos nos tempos estudados, nem entre os
métodos utilizados ITLC-SG/ eletroforese) para determinagio de pureza radioquimica.

% P.R

Imediato Imediato

ITLC-SG Eletroforese

FIGURA 1- Pureza radioquimica do anticorpo anti-CD20-"'I: variagio do tempo de
marcagio e comparagio dos métodos de ensaio.

4.1.2 Avaliagio de influéncia de massa de Cloramina-T na pureza radioquimica do anticorpo anti-CD20-"'1

A TABELA 6 demonstra os valores da pureza radioquimica (%) quando a massa de Cloramina-
T foi alterada para diferentes tempos de incubagao.

TABELA 6- Pureza Radioquimica (%) x massas de cloramina-T e tempos de

incubagio.
Pureza Radioquimica (%)
Massa de Cloramina-T (ug)
Tempo(min) 10 100 200
1 96,27 £ 0,30 96,19 £ 0,90 95,85 £ 5,21
3 96,29 £ 0,13 98,00 £0,02 94,10 = 0,01
10 96,84 = 1,19 96,85 £ 0,04 95,21 £ 0,51

N=3).
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Avaliacao da influéncia da razao entre massa do anticorpo e a atividade do iodo-131

A TABELA 7 apresenta os valores obtidos no estudo de variagdo da razao massa anticorpo e
atividade do iodo, quando massas de 100, 50, 25 e¢ 10pg do anticorpo anti-CD20 foram
marcados com 74 MBq (2mCi) de atividade do iodo-131. A TAB. 7 também descreve a

estabilidade das respectivas preparagoes até 24 hs da preparacao.

TABELA 7- Pureza Radioquimica (%) de marcagio realizada com diferentes razio de
massa Ac / atividade do iodo-131.

Pureza Radioquimica (%)

Massa do Anticorpo / Atividade do Todo-131 (ug) / (MBq)

Tempo 100 / 74 50 / 74 25/ 74 10 / 74
Imediato 9620 + 0,14 96,01 + 0,10 9531+ 0,08 89,52 + 048
2h 9586+ 0,19 9586+ 0,19 95,04 + 0,08 88,82 + 0,46
4h 9574+ 027 9562+ 1,51 94,71 + 0,83 88,30 + 0,28
6h 9428 + 1,74 9530 + 0,08 94,42 + 1,72 87,02+ 0,17
24 h 87,54+ 0,71 87,02+ 0,39 84,87 + 0,50 7475 + 0,56
N=3)

Purificagao do anticorpo anti-CD20-

1311

Ap06s passar o produto marcado por coluna Sephadex G-25 PD10, obteve-se um produto com
pureza radioquimica elevada com redugao de porcentagem de iodo livre (iodeto) como mostra a
TAB. 8.

A TAB. 8 apresentam os valores de pureza radioquimica do produto purificado e nio
purificado, comparativamente.

TABELA 8- Pureza Radioquimica (%) do produto marcado purificado e nio purificado.

PUREZA RADIOQUIMICA (%)

Tempo Produto Nao purificado Produto Purificado
(min) Imediato 24Horas Imediato 24Horas
1 97,75+ 0,01 93,65 + 0,45 99,38 £ 0,40 95,77 + 1,69
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3 9612+ 0,01 9232+ 128 9717 £ 034 92,90 * 2,20
10 96,82 + 1,17 79,10 + 0,01 98,10 + 0,20 94,99 + 2,38
(N =3).

Rendimento de marcagdo do anticorpo anti-CD20-"'1

O rendimento de marca¢ao do anticorpo anti-CD20 marcado com iodo-131 foi calculado em
diferentes condi¢Ges de marcagao, mais especificamente, ao variar-se o tempo de incubacio e
massa do agente oxidante (Cloramina-T). A TAB. 9 descrevem o valor de rendimento (%)
obtido em condi¢ao de marcagao padrio (valores em negrito) e quando a massa de Cloramina-T
foi variada com o tempo de incubagao.

TABELA 9- Rendimento (%) do anticorpo anti-CD20-"'I quando a massa de
Cloramina-T (CT) foi variada com tempo de incubagio.

Rendimento de Marcacio (%)

Tempo(min) 10 ug CT /10 L 100 g CT /10 uL. 200 pg CT / 10 plL

1 89,61 + 7,45 5323 + 822 73,93 £ 7,83

3 86,65 + 0,75 64,58 + 5,40 68,48 + 534

10 84,56 + 0,24 67,68 + 3,64 67,68 £ 3,70
(N =3).

Estabilidade in vitro do anticorpo anti-CD20-"'

TABELA 10- Pureza radioquimica (%) da marcagio de 100pg de anti-CD20 com 2960
MBq (80mCi) de iodo-131.

Pureza Radioquimica (%)

Imediato 2h 4 h 6h 24 h

9218 £0.37  91.67+0.50 9142+ 0.65 90.53 £1.45 88.27 £0.63

(N=3)
A TAB.10 representa a pureza radioquimica da marcagdo conservada sob refrigeracao.

Estudo de estabilidade do anticorpo anti-CD20-"'1 incubado em plasma humano

O anticorpo anti-CD20 marcado com atividade terapéutica de 2960 MBq (80mCi), foi incubado
em plasma humano de forma a simular a distribuicao de atividade do radiofarmaco na corrente
sanguinea de um individuo adulto, (3,7 pg / 1,5mL de plasma humano). O produto apresentou

alta pureza radioquimica, superior a 97,0 %, mantendo-se alta apés 24 h horas de incubagio,
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como apresenta a TAB. 11. O anticorpo anti-CD20 marcado com atividade diagnostica porém
incubado em plasma humano em concentra¢oes radioativa de 37 MBq / 1,5 mL apresentou

menor estabilidade (TAB. 11).

TABELA 11- Pureza Radioquimica do anticorpo anti-CD20-"'I incubado em plasma
humano (PH) em diferentes concentragdes de atividade.

Estabilidade da Marcacio

Pureza Radioquimica (%)

Atividade Terapéutica Atividade Diagnostica
Tempo (3,7 MBq) /1,5 mL PH (37MBgq) /1,5 mLL. PH
Imediato 97,75 + 0,08 95,35 + 0,89
2h 97,54 £ 0,17 91,62 £ 0,25
4h 97,05 * 0,02 91,23 + 1,17
6h 96,91 £ 0,07 91,20 £ 1,17
24h 96,84 £ 0,24 90,78 £ 0,58

N=3)
Estudo de estabilidade do anticorpo anti-CD20-"'1 incubado em solucio estabilizadora de

polivinilpirrolidona (P17P)
Nas TAB. 12 e TAB. 13 estio apresentados os dados obtidos dos estudos preliminares para

efeito de comparagdo. A primeira tabela demonstra pureza radioquimica do anticorpo anti-
CD20 marcado com atividade terapéutica, conservado sob refrigeracdo a temperatura de 2 - 8
°C e congelado a temperatura < - 20 °C, enquanto que a segunda demonstra a pureza
radioquimica do anticorpo anti-CD20 marcado com atividade diagnéstica, também conservado
sob refrigeracao e congelado. Vale ressaltar que as duas marcagdes foram conservadas sem a

solugao estabilizadora de polivinilpirrolidona (PVP).

TABELA 12- Pureza Radioquimica (%) do produto marcado com atividade terapéutica
conservado sob refrigeragdo e congelado.

Pureza Radioquimica (%)

Atividade Terapéutica 2960 MBq (80mCi)

Tempo Refrigerado Congelado




Imediato 96,41 + 0,25 96,41 + 0,25

2h 92,32 + 0,15 93,94 + 0,64

4h 88,48 £ 1,11 93,79 £ 0,20

Gh 88,30 £ 2,28 93,77 £ 0,14

24h 74,08 + 0,85 93,52 + 0,28
N=3)
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TABELA 13- Pureza Radioquimica (%) do produto marcado com atividade diagnostica
conservado sob refrigeragdo e congelado.

PUREZA RADIOQUIMICA (%)

Atividade Diagnéstica 76,59 MBq (2,07mCi)

Tempo Refrigerado Congelado
Imediato 97,27 £ 0,11 97,54 + 0,49
2h 95,78 £ 0,51 96,94 + 0,07
4h 95,00 £ 0,47 96,91 + 0,17
6h 94,70 £+ 0,34 96,19 + 0,01
24h 89,50 = 0,11 89,50 £ 0,11
N=3)

A TAB. 14 apresenta os resultados de estabilidade do anticorpo anti-CD20-"'T marcado

com atividade

polivinilpirrolidona (PVP).

terapéutica ¢

diagnostica

incubados

em soluciao

estabilizadora

de

TABELA 14- Pureza Radioquimica (%) do produto marcado incubado em solugao PVP
com atividade terapéutica e diagndstica.

Pureza Radioquimica (%)

Atividade Terapéutica

2960 MBq (80mCi) /10ml

Atividade Diagnodstica
90,6 MBq (2,45 mCi) / 10mL

Tempo PVP PVP

Imediato 97,54 £ 0,17 96,28 + 1,31
2h 96,62 £ 0,72 95,62 £ 1,86
4h 96,51 £ 0,07 94,88 £ 0,77
6h 93,70 = 0,26 92,84 + 2,56
24 h 91,66 £ 0,01 92,27 £ 0,08

N=3)
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Estudo de estabilidade do anticorpo anti-CD20-""T com Acido Gentisico

A TAB. 15 apresenta os resultados de estabilidade do anticorpo anti-CD20-"'I marcado com
atividade terapéutica e diagnoéstica utilizando-se acido gentisico como agente estabilizador.

TABELA 15- Pureza Radioquimica (%) do anticorpo anti-CD20-"'I utilizando-se Ac

Gentisico.
Pureza Radioquimica (%)
Atividade Terapéutica Atividade Diagnostica
Tempo 2960MBq (80mCi) 240,5MBq (6,5mCi)
Imediato 98,68 + 0,87 98,72 £ 0,66
2h 98,78 = 0,02 98,42 + 0,50
4h 98,45 £ 0,47 98,31 + 0,29
6h 97,77 £ 0,35 97,80 £ 0,35
24 h 92,61 + 0,69 96,78 £ 0,06

N=3)

Estudo de estabilidade do anticorpo anti-CD20-""T com Acido Gentisico combinado com Congelamento

A TAB.16 apresenta os resultados de estabilidade do anticorpo anti-CD20-"'T marcado com
atividade terapéutica (2960 MBq), obtida quando 4cido gentisico foi usado em conjunto com a
baixa temperatura, ou seja, congelamento (-20°C).

TABELA 16- Pureza Radioquimica (%) do anticorpo anti-CD20-"'I utilizando-se acido
gentisico combinado com congelamento.

PUREZA RADIOQUIMICA (%)

Ac Gentisico / Congelamento

Imediato 2h 4h 6h 24 h

98,11 £ 0,06 97,01 £0,73 96,60 = 0,06 97,30 £ 0,20 95,98 £ 0,01

N=3)
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Estudo de estabilidade do anticorpo anti-CD20-"'1 incubado em soro Albumina Humana (SAH) 20 %

A TAB.17 apresenta os resultados de estabilidade do anticorpo anti-CD20-"'1 marcado com
atividade terapéutica e diagnostica, obtidos quando as preparagdes foram incubadas em solugao
de soro albumina humana 20 %.

TABELA 17- Pureza Radioquimica (%) do anticorpo anti-CD20-"'I incubado em soro
Albumina Humana 20 %.

Pureza Radioquimica (%)

Atividade Terapéutica Atividade Diagnostica
Tempo 2960MBq/2mL SAH 20 % 240,5MBq/2mL SAH 20 %
Imediato 97,95 + 0,42 97,30 £ 0,15
2h 96,97 £ 0,38 96,52 £ 0,06
4h 96,86 £ 0,55 96,08 £ 0,35
6h 96,08 = 0,35 95,95 £ 0,19
24h 94,26 £ 0,18 94,83 £ 0,20

N=3)

A TAB.18, a seguir, demonstra em detalhes dados obtidos de estudos de estabilidade 7z vitro do
anticorpo  anti-CD20 marcado com atividade terapéutica em diferentes condigdes
estabilizadoras. Isto facilita a comparagao ou avaliagdo em termos de eficiéncia de cada um das

condi¢des utilizadas.

1311

TABELA 18- Pureza Radioquimica (%) comparativa do anticorpo anti-CD20-
utilizando-se diferentes condigoes estabilizadoras.

Pureza Radioquimica (%)

Tempo  Cong. Cong+PVP PVP  Ac Gentis Ac Gent+Cong SAH 20%

Imediato 96414025 96,38+0,39 97,54+0,17 98,68+0,87 98,11+0,06  97,75+0,42

2h 93,94%0,64 97,04£0,07 96,62+0,72 98,78+£0,02 97,01£0,73  96,97£0,38 4 h
93,7910,20 96,38+0,54 96,51+0,07 98,45£0,47 96,60+0,06  96,86%0,55
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6h 93,77£0,14 96,70+0,15 93,70+0,26 97,77£0,35 97,30+0,20  97,07£0,00

24 h 93,524+0,28 94,00£2,98 91,66+0,01 92,61£0,69 95,98+0,01  94,26%0,18

N'=3)
O mesmo resultado comparativo pode ser observado, de forma mais ilustrativa, como mostra a
FIG. 2.

100+

OImediato
L m2h

98 = O4h

O6h

m24h

96—

% 94+

92+

90—

88—

Cong. Cong+PVP PVP Ac Gentis Gent+Cong SAH 20 %

FIGURA 2- Pureza Radioquimica (%) do anticorpo anti-CD20-"'I utilizando-se
diferentes condigdes estabilizadoras.

A TAB. 19 e a FIG. 3 apresentam a estabilidade relativa, apds 24 hs, do composto marcado
utilizando-se diferentes estabilizantes. Os valores foram determinados considerando-se a pureza
radioquimica inicial, como 100 % em todas as condi¢bes estabilizadoras, substraindo-se deste
valor inicial o decréscimo percentual observado apds 24 hs de armazenamento. Esta

normalizagdo facilita a comparagao entre os métodos utilizados para estabilizagao.

TABELA 19- Estabilidade Relativa do produto marcado apo6s 24hs.

Estabilizante % Relativas do Produto Apos 24HS
Congelamento 97,00 %
Congelamento + PVP 97,53 %
PVP 93,97 %

Ac Gentisico 93,85 %




49

Ac Gentisico + Congelamento 97,83 %
Albumina Humana 20% 96,43 %

100 -

98 -

96 -
%
94 -

92

90 1 | | |
Cong. Cong+PVP PVP Ac Gent  Gent+Cong

SAH

FIGURA 3- Estabilidade relativa do anti-CD20-"'T em diferentes condicdes
estabilizadoras ap6s 24 hs de marcagio.

Estudo de imunoreatividade do anticorpo anti-CD20-"'I

A TAB. 20 demonstra os dados obtidos neste estudo de imunoreatividade realizado com
anticorpos marcados na proporg¢ao de 100 pg do Ac para 74 MBq de 1311 (atividade especifico
de (740 MBq / mg).

TABELA 20- Ligagio in vitro (%) do anticorpo anti-CD20-"'I e anti-CEA- "I a
linfécitos sanguineos.

LIGACAO DO ANTICORPO MARCADO A LINFOCITOS SANGUINEOS (%)

Amostra 1 2 3 Média
Anti-CD20 391 % 3,49 % 4,08 % 3,83 £ 0,30
Anti-CEA 3,55 % 4,08 % 3,79 % 3,81 £ 0,26
N=3)

A ligacio especifica do anticorpo anti-CD20-"'T foi determinada por meio de diferenga:

(média de anti-CD20-"'T — média de anti-CEA-"'T)
Ou seja,
3,83% — 3,81% = 0,02 %
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Distribuigio biolégica do anticorpo anti-CD20-"'I

A TAB. 21 e FIG. 4 apresentam a captagio dos 6rgios e tecidos do anticorpo anti-CD20-"'T
expressas em (%) atividade / 6rgao e demonstram claramente que o grau de captacdo desses
orgaos ¢é relativamente proporcional ao tempo estudado. Isto ¢, a maior captagao é observada na
primeira hora estudada e observa-se o decréscimo nos tempos subseqiientes, particularmente
para os 6rgaos de grande circulagio. Ao contrario, a captagao na tireéide aumenta com o tempo,

indicando o acumulo de iodeto livre.

Igualmente, a TAB. 22 e FIG. 5 apresentam a captacao dos 6rgaos e tecidos do anticorpo anti-
CD20-"'T expressas em (%) atividade / grama. O mesmo fenémeno observado na situacio
anterior se repetiu, ou seja, observa-se a captagao acentuada nas primeiras horas, e na medida em

que as horas passam essa captagao diminuia acentuadamente.

TABELA 21- (%) Atividade / 6rgio do composto anti-CD20-"'T em camundongos Swiss
sadios nos tempos estudados.

% ATIVIDADE / ORGAO

) Tempo

Orgios/Tecidos 1h 4h 24 h
Cérebro 0,43 + 0,14 0,30 + 0,10 0,14 + 0,04
Tiredide 0,61 £ 0,23 1,96 £ 0,43 2254038
Pulmio 4,60 + 0,76 3,61+ 1,74 1,45 10,32
Coracao 1,11 £ 0,13 0,98 + 0,21 0,48 £ 0,15
Baco 1,00 £ 0,18 0,80 £ 0,15 0,34 £ 0,15
Figado 13,30 £ 0,65 9,33 £ 0,29 3,54 £ 1,03
Estomago vazio 1,70 £ 0,36 1,65+ 0,25 0,68 = 0,28
Rins 3,42 £ 0,43 2,74+ 0,24 0,81 £ 0,47
Intestino delgado 5,49 + 0,36 7,41 + 0,04 272+ 1,01
Intestino grosso 1,08 + 0,14 2,87 0,82 1,40 £ 0,45
Utero/ovatio - - 0,66 + 0,32
Sangue Total 72,52 + 7,91 47,31 + 5,49 22,93 £ 3,12

N=4)
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A FIG. 4 demonstra melhor os dados apresentados na TAB. 21, salvo os dados de sangue total
que foram expressos na curva de clareamento sanguineo do anticorpo anti-CID20 marcado com
iodo-131 apresentada na FIG. 5.

Py

% Dose / Orgao

FIGURA 4- % Atividade / Orgio do anticorpo anti-CD20-"'I em camundongos Swiss
sadios.

A FIG. 5 demonstra o perfil do clareamento sanguineo do anticorpo marcado de duas
formas, a rapida demonstrada pela curva pequena, que se inicia aproximadamente a
uma hora de produto injetado durando até trés horas apos, e a lenta demonstrada pela
curva longa que se inicia no término da curva anterior durando até o término do tempo
estudado (FIG.5).
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FIGURA 5- Curva de clareamento sanguineo do anti-CD20-"'T em camundongos Swiss
sadios.

Os dados de captacdo sanguinea foram analisados no programa BIEXP (92) de
analise compartimental, representando as componentes rapida e lenta do clareamento sanguineo,
com os respectivos tempos de meia vida (t '2).

Equagio: Eq.9)
ClH=Aexp™+Bexp Py
C@H=A.c¢"+B.cP
A =45.315,70 #/min.ml. ~ 45.315,70 #/min.mL
B = 54684,32 #/min.mlL. 54.684,32 #/min.ml.

a = 0,8289528 1/h 0,828 1/h
t 15 = 0,8361721 (h) 0,836 h
B = 0,0362138 (1/h) 0,036 1/h
t Y5 = 19,1404266 (h) 19,14 h
Sendo: C () = 100000 (#/min.mL)

TABELA 22- % Atividade / Grama tecido do composto anti-CD20-"'T em camundongos
Swiss sadios nos tempos estudados.

% DOSE / ORGAO

Tempo
Orgﬁos /Tecidos 1h 4h 24 h
Cérebro 1,15+ 0,44 0,78 £ 0,25 0,32 * 0,12 Pulmio
1431 + 292 8,58 + 3,82 523+ 1,41 Coracio 8,05 +
2,77 603+ 1,13 246 + 087
Baco 5,88 £ 2,50 551 £ 1,79 1,96 + 0,74
Figado 9,84 + 1,41 6,14 £ 0,94 221+ 0,60

Estémago vazio 7,85 + 2,96 701+ 1,54 2,30 + 0,50
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Rins 11,21 £ 2,01 6,84 £ 1,37 2,46 = 1,47 Intestino
delgado 2,96 £ 0,34 332+ 0,41 1,17 £ 0,15
Intestino grosso 1,49 £ 0,17 2,84 + 0,55 1,22 + 0,16
Utero/ovatio - — 4,64+ 1,63 Sangue
/ Ml 35,00 + 4,79 21,61 + 3,37 10,79 + 1,43
(N =4).

Na FIGURA 6 estaio apresentado os dados graficos da captagio da porcentagem
atividade/grama do anticorpo matcado que foram testados nos camundongos Swiss sadios.

% Dose / Grama

FIGURA 6- % Atividade / grama do anticorpo anti-CD20-"'I em camundongos Swiss
sadios.
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Discussao

Neste estudo buscou-se as melhores condi¢des de marcagao do anticorpo monoclonal anti-
CD20, (Rituximab - Mabthera®) com radioiodo-131, objetivando-se produzir um Ac marcado
com alta atividade especifica (MBq / mg do Ac). Utilizando-se o método direto de marcacio de
moléculas protéicas, apesar dos problemas teoricamente a ele associados, obteve-se produto
com pureza radioquimica superior a 96 % (96,65 0,23 %) e o produto continuou com 89,58 %
de sua pureza radioquimica inicial 24 hs apds a marcacio 86,18 * 0,48. O método utilizado
monstrou-se apropriado, pois é simples, rapido e com pureza radioquimica satisfatoria,
necessitando, entretanto, estabelecer métodos estabilizadores do produto marcado.

Foram avaliados dois métodos bastante utilizados na determina¢ao de pureza radioquimica de
anticorpos radiomarcados, sao eles: a cromatografia em camada delgada (ITLC-SG) e a
eletroforese. A cromatografia em camada (ITLC-SG) mostrou-se um método simples, pratico
rapido e barato, enquanto que a eletroforese mostrou-se um método mais demorado, levando,
no minimo quarenta minutos para ser realizada a corrida, além da necessidade do equipamento.
Apesar de serem dois métodos distintos, ndo foram observadas diferenca significativas entre os
resultados obtidos de pureza radioquimica (TAB. 5).

Na purificagao do produto marcado em coluna Sephadex-G25 PD10, obteve-se um produto de
alta % de pureza radioquimica com diminui¢ao de porcentagem de impurezas (iodo livre) (TAB.
8). Diante dos resultados apresentados pelo método utilizado, pode-se afirmar que o método,
além de ser pratico e simples, foi eficiente para separagao do anticorpo anti-CID20 marcado, do
iodo livre.

O rendimento de marcagio do anticorpo anti-CD20 marcado com o iodo-131 em duas
condi¢bes diferentes de marcacdo (variando-se a massa de Cloramina-T e o tempo de
incubagao), mostrou-se melhor para o produto marcado sob condigio padrio, isto ¢é, com
concentra¢ao de 1mg de Cloramina-T (10 pg de CT) com 3 minuto de tempo de reacdo
(rendimento de 86,65 %).

Enquanto que o mesmo produto, porém marcado sob condigio de 10 mg/ml de Cloramina-T
(100 pg de CT) com Iminuto de tempo de reagao apresentou rendimento inferior (53,23 %) ao
apresentado pelo produto anterior. Igualmente, o anticorpo anti-CD20 marcado nas condigdes
de 20 mg/ml de Cloramina-T (200 pg de CT) com Iminuto de reagio apresentou rendimento
também inferior (73,93 %) ao apresentado pelo mesmo produto nas condi¢oes padrio de
marcacao (TAB. 9).

O aumento da concentragio da solu¢ao de CT promoveu diminui¢io no rendimento de
marcagao também para os demais tempos de reagao avaliados (3 e 10 minutos

O aumento na concentracao de CT nao promoveu alteracao significativa nos resultados de
pureza radioquimica, conforme observado na TAB. 6. Entretanto, causou alteragio no
rendimento da marcagdao, com maior perda de atividade causada por aderéncia da atividade nas
paredes dos frascos de marcagao.

Estudando-se a influéncia do tempo de incubagio na pureza radioquimica do anticorpo anti-
CD20 marcado com iodo-131, (TAB. 6) pode-se deduzir que o produto pode ser marcado em
qualquer dos tempos estudados, pois todos apresentaram pureza radioquimica superior a 96 %.
Sugere-se a adogio de tempo dos 3 minutos como tempo ideal de incubagio ou reagio,
considerando-se que seja suficiente para garantir a total oxidagao do radioiodo. Acredita-se que
quanto maior a oxidagio do radioiodo, menor seria em termos quantitativos a forma nao
marcada ou livre de iodo. Em conseqiiéncia disso, menor seria a quantidade de contaminantes
ou residuos da reagdo tais como o iodo na forma de iodeto e o anticorpo anti-CD20 nao
marcado. Além disto, o estudo demonstrou que o anticorpo anti-CD20 marcado com 3 minutos
de incubacio apresentou pureza radioquimica proxima a 98 % (TAB. 06).

Avaliando-se ainda a influéncia da massa de cloramina-T (CT) na pureza radioquimica do
produto marcado (TAB. 6), nio observa-se nenhuma diferencga significativa nos valores obtidos,
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confirmando a afirmacdo de Bolton e colaboradores, e Hutchinson e Ziegler [52,53]. Esses
pesquisadores afirmaram que o aumento da concentragio de Cloramina-T, nao afeta a pureza
radioquimica do composto marcado, enquanto que qualquer diminui¢ao na concentracio do
mesmo, provoca uma diminui¢io correspondente ou proporcional na pureza radioquimica do
composto marcado [52,53].

Quando variou-se a massa de Cloramina-T sem variar a massa do metabissulfito
de sédio (MBS), igualmente, a pureza radioquimica do produto permaneceu inalterada,
inclusive quando variou-se a massa da CT junto com o tempo de incubacido (TAB. 6).

Variando-se a massa de Ac de 10 a 100 pg, para a atividade de 74 MBq (TAB. 7), nao observou-
se diferenca significativa na pureza radioquimica determinada imediatamente apo6s periodo de
incubagao. A diminui¢do da % de pureza radioquimica, entretanto, ficou mais evidente para a
menor razdo massa Ac / atividade, quando determinada a puteza radioquimica em funcio do
tempo de armazenamento.

Todavia, isso vem a concordar com a afirmagao de Greenwood e colaboradores (1963), de que a
redugdo na massa de proteinas marcadas com a mesma atividade resulta no decréscimento da
pureza radioquimica do composto final [44]. Essa afirmacdo também pode ser confirmada
quando se comparam os valores de pureza radioquimica inferiores quando 100ug/10uL do
anticorpo foram marcados com atividade terapéutica de 2960 MBq (80mCi) como mostra a
TAB. 10.

Essa baixa de rendimento pode ser atribuida ao fato da massa do anticorpo anti-CD20 ter sido
insuficiente para incorporar tamanha atividade. Também é provavel que com a massa menor do
anticorpo ficassem mais evidentes os efeitos da energia beta alta do iodo-131 levando a radiélise
do composto ou até um desligamento parcial do iodo aumentando desta forma a porcentagem
de iodeto no composto marcado [57,58,59].

A estabilidade 7z vitro do anticorpo anti-CDD20 marcado com atividades altas e baixas de iodo-131
foi avaliada em diferentes condi¢oes, considerando-se a ocorréncia de auto-radidlise do
composto marcado. O estudo da estabilidade do anticorpo marcado ¢ um parametro de extrema
importancia no desenvolvimento de radiofarmacos, devendo ser considerado o tempo entre o
preparo, dispensa¢do, transporte, até a eventual administragdo ao paciente [23,72,81]. No
entanto, evitar ou reduzir a0 minimo a degradagao radiolitica de compostos radiomarcados para
uso em terapia considera-se como um dos principais desafios para os pesquisadores na
formulacdo de radiofarmacos, pois, os efeitos deletérios atribuidos a radidlise comprometem a
eficacia terapéutica dessas formulagoes [74,77-80].

Na primeira condigao de estudo de estabilidade, o anticorpo anti-CD20 marcado com atividade
terapéutica foi incubado em plasma humano e a estabilidade determinada 2, 4, 6, ¢ 24 hs ap6s
incubagdo. O mesmo apresentou pureza radioquimica superior a 97 % (97,54 %) 2 hs apos
incubagao, e 24 hs depois ainda apresenta 99,07 % da pureza radioquimica inicial (96,84 %)
(TAB. 11).

Este estudo foi realizado para avaliar, ainda que de forma nao fisiologica, o efeito da agao de
proteinas e enzimas plasmaticas na estabilidade do produto marcado. Para tanto, procurou-se
incubar uma certa atividade do produto marcado com atividade terapéutica em um certo volume
de plasma, como forma de simular a dilui¢ao da dose terapéutica no volume sanguineo total de
um individuo adulto (volemia de cerca de 5 L) de 70 kg.

No caso da marcagao realizada com atividade diagnoéstica, utilizou-se uma diluicao diferente, de
modo que a concentracio radioativa final (MBq / vL plasma) foi 10 vezes maior que no caso
anteriof.

O resultado de estabilidade em plasma humano revelou certa estabilidade do composto marcado
em fungao do tempo de incubagao. A instabilidade foi mais acentuada para a condi¢ao de maior
concentra¢ao radioativa, indicando tratar-se, com maior probabilidade, de um efeito de auto-
radiolise do que um efeito degradativo por acao de enzimas plasmaticas.
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Na segunda condi¢do estudada, o anticorpo anti-CD20 marcado com atividade terapéutica foi
conservado sob refrigeragio (2 — 8 °C) e congelado (= - 20 °C) ¢ a estabilidade determinada 2, 4,
0, ¢ 24 hs apds incubagiao. O produto conservado sob refrigeracio apresentou variagdes
significativas na sua pureza radioquimica, variando em 4,43 % ap6s 2 hs e chegando a 30,14 %
de variacao 24 hs depois (TAB. 12). O mesmo produto, porém, congelado apresentou menor
varia¢ao na pureza radioquimica, variando de 2,63 % ap6s 2 hs e 3,09 % 24 hs depois (TAB. 12).
Segundo esse resultado, podemos dizer que o congelamento pode ser uma das alternativas
eficientes para conservar o anticorpo anti-CD20 marcado com alta atividade, destinado a terapia.
Na terceira condi¢ao estudada, verificou-se a estabilidade do anticorpo anti-CID20 marcado com
alta atividade de iodo-131 em uma solu¢do estabilizadora de polivinilpirrolidona (PVP). O
produto apresentou alteragao abaixo de 1 % na sua pureza radioquimica 2 hs ap6s incubagio e
de 6,41 % 24 hs depois (TAB. 14). Com base neste resultado, a solugdao estabilizadora de
polivinilpirrolidona (PVP) pode ser uma excelente abordagem para conservagao de anticorpo
anti-CD20 marcado com alta atividade, desde que o composto seja utilizado até no maximo 4 hs
apos sua incubagio, quando ainda apresentar pureza radioquimica superior a 96 %. (TAB. 14).
Na quarta condi¢ao, estudou-se a estabilidade do anticorpo anti-CD20 marcado com alta
atividade de iodo-131 utilizando-se o acido gentisico como agente estabilizador.

O produto apresentou-se estavel sem quase nenhuma alteracio até 4 hs de incubagcio,
apresentando apenas 1 % e 6,65 % de alteragao 6, e 24 hs ap6s incubagao (TAB. 15).

Na quinta condigao, avaliou-se a estabilidade do anticorpo anti-CD20 marcado com alta
atividade de iodo-131 utilizando-se o acido gentisico e congelamento como meio eficiente de
inibir a auto-radidlise. Obteve-se um resultado que talvez seja mais apropriado ou eficaz na
conservagao do anticorpo anti-CD20 marcado com alta atividade do iodo-131, pois foi o que
apresentou menor alteracao de pureza radioquimica durante o tempo estudado, de apenas 2,22
%, ap6s 24 hs de incubacio (TAB. 16).

Na sexta condi¢ao estudada, a estabilidade do anticorpo anti-CID20 marcado com alta atividade
de iodo-131 foi avaliada apds incubag¢ao em soro Albumina Humana 20 % como agente
estabilizador. O produto apresentou-se estavel quase sem alteragio aparente em sua pureza
radioquimica durante o tempo estudado, mostrando somente uma alteracdo de 3,94 %, apos 24
hs de incubagio (TAB. 17). Este meio estabilizador, entretanto, apresenta a desvantagem de
utilizar concentrado de proteina humana.

Como a pureza radioquimica inicial das marcagdes destinadas ao estudo de estabilidade nem

sempre eram iguais, calculou-se a estabilidade relativa do anticorpo anti-CD20 marcado com
iodo-131 para as diferentes condi¢oes estabilizantes, apds 24 hs, considerando-se a pureza
radioquimica inicial como 100 % em todas as condigoes estabilizadoras, substraindo-se deste
valor inicial o decréscimo percentual observado apds 24 hs de armazenamento (TAB. 19). Esta
abordagem facilitou a comparagao entre os métodos utilizados no estudo. Apesar de todos
apresentarem estabilidade relativa superior a 90 %, indicando uma certa eficacia, observou-se

que nenhum dos métodos sozinho inibiu totalmente a ocorréncia de radidlise.

Entre todas as condi¢oes estudadas, as que empregaram a solugao estabilizadora de PVP e acido

gentisico podem ser consideradas como as menos eficazes em assegurar a estabilidade do
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produto marcado nas condi¢des estudadas. Acredita-se, entretanto, que resultados melhores
possam ser obtidos se ajustadas as concentra¢ao de seus ingredientes, sempre em relagdo a

atividade empregada na marcagao.

As condigbes estabilizadoras de congelamento sem PVP, e com PVP, e Albumina Humana,
podem ser consideradas como eficazes estabilizantes nas condi¢des estudadas. Finalmente,
baseado apenas nos resultados experimentais obtidos no estudo, considerou-se que apenas a
combina¢ao de duas condi¢oes (acido gentisico e congelamento) apresentou-se como a mais
eficiente, capaz de reduzir a auto radidlise do anticorpo anti-CD20 marcado com alta atividade
de iodo-131, destinado para tratamento de linfoma do tipo nao Hodgkin. Essa condicdo
combinada, além de apresentar uma estabilidade relativa alta, proxima a 98 % (97,83 %),
também apresentou uma alteragdio muito baixa, de apenas 1,07 %, da pureza radioquimica

durante o tempo estudado, conforme demonstrado na TAB. 19 e FIG 3.

Esse resultado é muito importante em dois aspectos: 1) econdémico, ¢ um processo simples e
nao requer nenhum investimento adicional nem em infraestrutura nem em equipamentos
adicionais, pois o acido gentisico pode ser adicionado ao anticorpo anti-CD20 durante o
processo de marcagao, ou logo ap6ds a condi¢ao de marcagao. O produto, em seguida, pode ser
congelado e transportado nesta condi¢ao para o local de uso e ser descongelado e aplicado ao
paciente. 2) técnica, representa uma abordagem inédita e eficaz na conservagao do anticorpo
anti-CD20 podendo ser aplicado a outros anticorpos monoclonais marcados com alta atividade

de iodo-131 ou outro radioisétopo destinado a terapia.

Isso pode ser uma abordagem ou procedimento util ou vantajoso, além de assegurar um
produto de qualidade. Entretanto, a viabilidade imunolégica do anticorpo monoclonal
radiomarcado devera ser avaliada antes da utilizacdo, de forma a verificar se o método de
marcacao e de conservacao empregados nao afetaram a capacidade de interacio do anticorpo
com o sitio de interacao especifico [72,73,77,80,81].

Kishore e colaboradores 1986 e Wahl e colaboradores 1990 [72,73] relataram que o
congelamento pode ser um procedimento alternativo para diminuir o efeito da radiagdo sobre
sistemas biologicos, pois diminui bastante a difusao de radicais livres responsaveis pela
ocorréncia de radidlise em materiais biolégicos radiomarcados em especial o iodo-131 [72,73].
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A imunoreatividade do produto marcado foi avaliada e o resultado obtido de ligagdo especifica
(0,02 %) foi muito baixo, praticamente nao havendo diferenca entre os valores obtidos para o
anti-CD20-"'T e o padrio de anti-CEA-"'I. Talvez isso explique a afirmagio ou hipStese
demonstrada em outros trabalhos de que anticorpos integros e/ou compostos protéicos em
geral radiomarcados com iodo-131 com o método de cloramina-T sio pouco estaveis e
apresentam baixa imunoreatividade [52,53]. Sabe-se que a reten¢ao de imunoreatividade integral
de anticorpos monoclonais radiomarcados ¢ condi¢do fundamental para obter resultado
satisfatorio em radioimunoterapia. Pois o uso de imunoconjugados imunoincompetentes ou
instaveis sO contribuira para a irradiagdo nao-especifica do paciente sem contribuir para a
irradiagao especifica do tumor [38,83,84].

Segundo Schaffland e colaboradores [38], Nikula e colaboradores [85], e Matzku e colaboradores
[86], a diminui¢ao de imunoreatividade observada em anticorpos monoclonais radiomarcados
pode ser resultado de varios parametros quimicos ou impurezas presente no iodo-131 bem
como do grau de iodagao do anticorpo (mono ou poli-iodado), sendo que esses fatores podem
diferir significativamente para diferentes imunoglobulinas (IgGs) [38,85,86].

Além disso, especificagoes e métodos de produgao do radioiodo podem variar entre diferentes
produtores e até o produto do mesmo lote e do mesmo fabricante. E mais, residuos de tirosina
abundantes nas regides complemento-dependente dos sitios de ligagdo dos anticorpos
monoclonais pode afetar significativamente a imunoreatividade desses compostos radioiodados
[85].

Vale ressaltar que ensaios de imunoreatividade através de uso de células vivas podem favorecer a
ocorréncia de variagGes, uma vez que essas células podem expressar quantidades variaveis de
antigenos “alvo” (CD20) [38,85].

Porém, os resultados do estudo de Schaffland e colaboradores [38], demonstraram claramente a
possibilidade da dependéncia de imunoreatividade a atividade especifica do anticorpo marcado.
Isto é, foi observado alta imunoreatividade em anticorpo anti-CD20 marcado com baixa
atividade especifica de iodo-131 (29,6 MBq/mg) comparado a baixa imunoreatividade
observada em anticorpo anti-CD20 marcado com alta atividade especifica de iodo-131 (325,6
MBq/myg) [38].

Todavia, acredita-se que a taxa nao significativa de imunoreatividade do anticorpo anti-CD20
marcado que obtive-se no ensaio de imunoreatividade realizado neste estudo pode ser atribuido
a varios fatores, principalmente, a metodologia utilizada na separa¢ao de leucdcitos, material de
fundamental importancia na realizagio do ensaio. Acredita-se, que estudos mais detalhados
usando-se outras ou até novas técnicas, de separagiao de leucdcitos, além de estudos realizados
com Ac marcados com diferentes atividades especificas, podem resultar em resultados
satisfatorios.

Realizou-se o ensaio biolégico do produto marcado em camundongos Swiss normais para
verificar o seu comportamento, ou seja, seu perfil de distribui¢ao 7 vivo. Pulmao, figado, rins e o
intestino delgado foram os 6rgaos que apresentaram maior captagio do produto, além da
tirebide, embora isso ja fosse esperado pela sua afinidade pelo iodo, e pela auséncia de bloqueio
prévio da glandula.

O grau de captagio apresentado pelos 6rgaos esta em consonancia com os resultados obtidos
em outros estudos realizados por outros pesquisadores em ensaios clinicos em humanos com
anticorpo anti-CD20 marcado com iodo-131 e itrio-90. A captagao apresentada pelo sangue
pode ser considerada como o reflexo de radioatividade circulante nos o6rgaos e tecidos
[84,87,88].

A principal via de elimina¢ao da atividade é renal, o que explica a captagao alta demonstrada por
esses 6rgaos. O decréscimento progressivo na captacao de atividade apresentado pelos 6rgaos
em fun¢io do tempo, assemelhou-se aos resultados obtidos em estudos feitos em humanos,
compativel com a biodistribui¢ao e a farmacocinética do anticorpo anti-CD20 quimérico IDEC-
C2B8 (rituximab) marcado com 250 MBq de atividade de iodo-131 [87]. Obtive-se resultado
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similar ao apresentado por Scheidhauer e colaboradores [87], no qual se observa captagao alta
nos rins e o decréscimento progressivo de captacao nos 6rgaos normais (TAB. 21).

Os dados de clareamento sanguineo do anticorpo marcado foram analisados pelo programa
BIEXP [82] que decompoz a curva em 2 componentes, mostrando um 1° t1/2 (meia-vida) mais
rapida (0,8 h) e um 2° t1/2 mais longa (19,14 h) compativel com a distribuicio de um IgG
radiomarcada (FIG. 5). Esses dados comprovou-se que o clareamento sanguineo do anticorpo
anti-CD20 marcado com iodo -131 sendo lento.

Scheidhauer e colaboradores [87] concluiram que a administracio do anticorpo anti-CD20
marcado foi bem tolerado e apropriado para a dosimetria pré-terapéutica. Além disso,
concluiram que o anticorpo marcado demonstrou 6tima ligacao especifica em 6rgaos e tecidos.
Concluiram também que além de indicar uma tolerancia satisfatoria, ainda oferece expectativa
para o uso repetitivo, sendo um anticorpo quimérico [58,87].

Finalmente, Behr e colaboradores [58], demonstraram num ensaio clinico a capacidade em
potencial desse anticorpo anti-CD20 marcado com iodo-131, na indugio de remissdes duraveis
apos tratamento com atividade alta ou terapéutica [58].

Skivortsova e colaboradores [35] realizaram estudo onde avaliaram os efeitos de radiacdo
ionizante em combinacao com a Rituximab Mabthem®), sobre a proliferacao, distribui¢ao do
ciclo celular e apoptoses em células de modelo tumoral de linfomas-B (células Rajji e Daudi).
Constataram que a exposicao dessas células a radia¢ao ionizante de aproximadamente 9Gy
induziu o retardamento de crescimento celular e apoptose em células Daudi, enquanto que, as
células Rajji demonstraram-se moderadamente radio-resistente. Observaram que a exposi¢ao
simultinea dessas células a radiagio ionizante e Rituximab (10mg/ml) intensificou
significativamente as apoptoses e retardamento no crescimento celular dessas células.
Constataram também que o efeito antiproliferativo e apoptético tanto do Rituximab como da
radiacdo sdo cooperativos [35,89].

Contudo, as descobertas de Skivortsova e colaboradores [35] confirmaram o que ja foi relatado
em outros trabalhos de que Rituximab é capaz de intensificar sinergisticamente a apoptose radio
— induzida e retardamento do crescimento celular através de bloqueio protéico envolvido tanto
na morte programada como na regulacao das etapas do ciclo celular [35,89].
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Conclusoes

Os dados apresentados neste estudo demonstram que o anticorpo anti-CD20 pode ser
marcado usando-se o método de substituicao eletrofilica oxidativa, utilizando-se a
Cloramina-T como agente oxidante.
A metodologia (ITLC-SG) utillizada para determinar a pureza radioquimica do Ac
marcado demonstrou-se adequada e simples.
A metodologia de purifica¢ao do anticorpo anti-CD20 marcado demonstrou-se apropriada
e eficiente na separacao do Ac marcado e o iodo livre.
Foi apresentado no estudo uma abordagem, que considerou-se inédita, no que diz respeito
a estabilidade do composto marcado com alta atividade do iodo-131 que viabilizaria o
transporte e comercializagao do produto marcado.
Resultados do ensaio de imunoreatividade do composto marcado demonstraram-se
insatisfatorias e parecem indicar que a marcagao do anticorpo anti-CD20 pelo método
direto, tanto para marcacilo com alta ou baixa atividade promoveu a perda de
imunoreatividade do anticorpo. No entanto, ensaios clinicos poderdao demonstrar a
viabilidade da utilizagio do anticorpo anti-CD20-"'T com baixa atividade especifica (e alta
imunoreatividade) na terapia do linfoma do tipo nao Hodgkin.
Dados obtidos no estudo da distribui¢ao z# vivo do composto marcado demonstraram-se
compativeis com a biodistribuicao do Ac integro e estabilidade relativa 7 vivo, indicando a
potencialidade do anticorpo anti-CD20 marcado com iodo-131 na terapia do linfoma do
tipo nao Hodgkin pelo principio de radioimunoterapia.
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