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DESENVOLVIMENTO DO RADIOFARMACO '®F-ACETATO PARA DETECCAO
DE TUMORES PRIMARIOS ATRAVES DO PET/CT.

Larissa G.Carvalho

RESUMO

A tomografia por emisséo de pésitrons associadan@drafia computadorizada (PET/CT) é
um dispositivo que combina as caracteristicas d#iaim@ nuclear (PET) e de radiologia (CT)
obtendo imagens metabdlicas (PET) e anatbmicaepottas (CT). Combinando as duas
tecnologias de exames, o exame PET / CT permitengmticos diagnosticar com maior
precisdo e identificar o cancer, doencas cardiaddistirbios cerebrais. O radiofarmaép-
FAc (fluoroacetato) é promissor para a deteccami@res primarios de préstata e de mama,
utilizando a técnica de PET/CT. Estudos recentestramm a eficAcia d'F-FAc na deteccéo
de tumores que tém baixa captacdo'#eFDG (fluordesoxiglicose). O fluoroacetato é um
substrato para a acetil-CoA sintase, enzima quabukta acido fluorocitrato que ndo € mais
metabolizado, levando a inibicdo da aconitase éado tricarboxilico. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver um radiofarmaco emissopdisitron, ®F-FAc no IPEN-CNEN/SP
em um acordo com o Hospital AC-Camargo / Sao Pa&lfmn fluoreto F) foi produzido,
usando os ciclotrons Cyclone 30 e 18 da IBA loedlis no IPEN-CNEN/SP, através da
irradiacdo de agua enriquecida &@® com prétons e dose integrada de/A A marcacao

do *®F-FAc foi realizada em um médulo de sintese TRAGEBRIKFDG (GE), utilizando kits
adquiridos da ABX. O controle de qualidade radiotiod de **F-FAc foi realizado por
cromatografia em camada fina TLC-SG 25 folhas denalio em tiras (1,5 x 12 cm ) usando
como solvente cloroféormio:metanol (1:1). Para o tada de qualidade radionuclidico,
amostras dé®F-FAc e '®F-Fluoreto foram analisadas por espectroscopiaaits-gama. A
avaliacdo dos solventes residuais foi realizadecpmmatografia em fase gasosa e a analise de
kryptofix foi realizada por TLC utilizando tiras dd.C-SG, metanol:cloroférmio (9:1) como
solvente e padrées de kryptofix 2.2.2. Os estuedsiatistribuicdo foram realizados cdff-
FAc injetado em camundongos swiss sadios. Um phoegdo reprodutivel foi desenvolvido
para o preparo dF-FAc com um rendimento de marcacdo de 37% (n&ugimn) e 52%
(corrigido para o decaimento) e estabilidade déd@s. A andlise de controle de qualidade

mostrou que o produto tinha as exigéncias adequadaa utilizacdo, com pureza



radioquimica superior a 99,9%. Os estudos de Hrdaligzdo em animais sadios mostraram a

esperada captacdo em todos os 6rgdos medidos ioomagEo renal e intestinal.



DEVELOPMENT OF THE RADIOPHARMACEUTICAL '®F-ACETATE FOR
DETECTION OF PRIMARY TUMOURS THROUGH PET/CT.

Larissa G.Carvalho

ABSTRACT

PET / CT (positron emission tomography / computaddgraphy) is a device that combines
the features of diagnostic nuclear medicine (PEmMJl &adiology (CT) superimposing
metabolic (PET) and anatomical (CT) images. By lmming the two technologies
examinations, the PET/CT scan allows physiciandiagnose more accurately and identify
cancer, heart disease and brain disorders. Theptaatimaceutical®’F-FAc (fluoroacetate) is
promising for application in detection of primagnors of prostate and breast, using PET-CT
techniques. Recent studies are showing the effioadye ®F-FAc in the detection of tumors
that have low uptake 6fF-FDG (fluorodeoxyglucose). The fluoroacetate &ibstrate for the
enzyme acetyl-CoA synthase that metabolizes acidrditric that, not being metabolized,
causes inhibition of aconitase and inhibition afdrboxylic acid. The aim of this work was to
develop a positron emitting radiopharmaceutit®;FAc at IPEN-CNEN/SP in agreement
with Hospital AC-Camargo/ S&o Paulo. THE-fluoride ion was produced using the Cyclone
30 and 18 cyclotrons from IBA located at IPEN-CNER/ by irradiating enrichefO water
with protons with integrated dose 30pAh. The labgllof ®F-FAc was performed in a
synthesis module TRACERIab YDG (GE), using kits purchased from ABX. The
radiochemical quality control of’F-FAc was performed by Thin Layer Chromatography
using TLC-SG 25 aluminium sheets strips (1.5 x 12 and chloroform:methanol (1:1) as the
solvent. For the radionuclidic quality control, saes of **F-FAc and*®F-Fluoride were
analysed by gama-ray spectroscopy. The evaluafittmeaesidual solvents was performed by
gas chromatography and the analysis of kryptofixs warformed by TLC using TLC-SG
strips, methanol:chloroform (9:1) as solvent angpkofix 2.2.2 standards. Biodistribution
studies were performed witfiF-FAc injected into healthy Swiss mice. A reliapl®cedure
was developed for preparation BF-FAc with a labelling yield of 37% (uncorrectedda
52% (corrected for decay) and stability of 19 hoditse quality control analysis showed that
the product had the proper requirements for ust radiochemical purity exceeding 99.9%.



The biodistribution studies in healthy animals shdwhe expected uptake results in all the

measured organs with intestinal and renal elimomati
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CAPITULO 1

1. INTRODUGCAO

1.1 Medicina nuclear

A radioatividade € a base da medicina nuclear, apresentando como
caracteristica a transformacao de nucleos instaveis em ndcleos mais estaveis, que
podem, também ser instaveis e decairem mais através de uma cadeia de decaimento,
com o objetivo de alcancarem uma configuragdo nuclear estavel [1].

A Medicina Nuclear utiliza fontes abertas de radiacdo com fins diagnosticos e
terapéuticos. E a Unica especialidade de diagnostico por imagem que permite realizar
estudos fisiolégicos, além dos morfologicos [2].

Radiofarmaco, utilizado na medicina nuclear, € um farmaco marcado com
material radioativo. Este farmaco exerce sua determinada funcdo metabdlica no
organismo e, por estar ligado ao material radioativo, permite obter imagens de
orgaos ou sistemas para o diagnéstico de doencas. O radiofarmaco pode também
ser empregado em terapia, dependendo do tipo de emissao do radionuclideo.

A deteccdo externa da radiacdo emitida pelo radioisétopo presente no
radiofarmaco permite diagnosticar precocemente muitas doengas, enquanto que as
alteracBes anatdmicas, muitas vezes, se manifestam em estagios relativamente

avancados, como no caso de diversos tipos de cancer [3].
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A principal vantagem dos dispositivos de medicina nuclear é a sensibilidade
fisica elevada. A massa do radiofarmaco administrado em humanos é cerca de 10™%.
Outras técnicas de imagem requerem, em alguns casos, 0 uso de altas

concentragdes de contraste [4].

1.2 Histoérico da Medicina Nuclear

A historia da medicina nuclear comeca com as descobertas da radioatividade
natural por Henri Becquerel, em 1896, e de elementos radioativos naturais (Pol6nio e
Réadio) por Marie e Pierre Curie, em 1898 (os trés cientistas receberam o Prémio
Nobel de Fisica de 1903) [3;5].

A primeira aplicacéo pratica de um radioisétopo foi feita por George de Hevesy
em 1911, que em 1913 propds o "principio do tracador”, fornecendo o fundamento
biolégico para a especialidade. Ele confirmou o principio por meio de experiéncias
com nitrato de chumbo marcado com o nuclideo radioativo °Pb, mostrando sua
absorcéo e seu movimento em plantas [8].

O uso clinico do material radioativo iniciou-se em 1927, com Herrmann
Blumgart e Soma Weiss que injetaram intravenosamente em um voluntéario o
radioisétopo natural Radio C, e mediram o intervalo de tempo que esse levou para
chegar até o outro braco, utilizando como detector uma camara de Wilson [9].

Ernest O. Lawrence e M. Stanley Livingstone, em 1932, com a construcédo do
ciclotron, possibilitaram a producdo de radionuclideos artificiais, através do
bombardeamento de nucleos-alvos por particulas positivas aceleradas [8].

A utilizacdo dos radiotragadores produzidos artificialmente continuou, e em
1937 ocorreu 0 uso clinico de sédio radioativo com Hamilton e Stone. Hertz, Roberts
e Evans, em 1938, utilizaram iodo radioativo no estudo de fisiologia da tiredide. Em
1939 JH Lawrence, Scott e Tuttle tratavam leucemia com fésforo radioativo. Hamilton,
em 1940, estudava o metabolismo do iodo na glandula tiredide, através da aplicacdo

do iodo radioativo em individuos normais e em pacientes com Vvarios tipos de bocio

[5].
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Em 1939 a energia liberada na fissdo do atomo passa a ser chamada de
energia atbmica. A partir disso comegou a construcdo de reatores e de explosivos

nucleares [5].

O reator de Oak Ridge, nos Estados Unidos, comecou sua operacdo e
producdo comercial de isétopos radioativos em 1946, e o de Harwell (Reino Unido),
em 1947 [8].

M.Prinzmetal, E.Corday e colaboradores, em 1948 injetaram
intravenosamente cloreto de sédio marcado com o sédio radioativo **Na e obtiveram
o0 primeiro radiocardiograma com um contador Geiger-Muller acoplado a um
registrador [9].

Em 1951, Benedict Cassen desenvolveu o conceito do scanner retilineo. Em
1958 Hal Anger, construiu a gama-camara, sendo um sistema de formagédo de
imagens que nao exigia movimento do detector e que apresentava maior resolucao
geomeétrica, aléem da possibilidade de se obter projecdes diferentes de uma mesma
distribuicdo de radiofarmaco. Os principios ainda estdo em uso hoje [9].

Em 1960, passou-se a adquirir, armazenar e processar as imagens obtidas
com as camaras de cintilacdo, obtendo-se parametros fisioloégicos e corrigindo
distor¢Bes associadas ao processo de formacéo de imagens [8].

Nos anos de 1970, surgiram novos avancos no desenvolvimento e na
implementacdo de métodos de reconstrucdo para a realizacdo de tomografias por
emissdo de fotons unicos (SPECT - single photon emission computed tomography),
que foram realizadas por David E. Kuhl e sua equipe na Universidade da Pensilvania .
No mesmo ano os avancos na tomografia por emissdo de pésitron (PET - positron
emission tomography), por Gordon L. Brownell e colaboradores no Hospital Geral de
Massachusetts e por Michael E. Phelps e colegas na Universidade da Califérnia em
Los Angeles [8;11].

Em 1971, David Chesler propds a reconstrugdo por cortes tomograficos de
emissdo e transmissao pelo método da retroprojecdo. As reconstrucdes ainda sao
muito usadas na rotina clinica [8].

O PET, que era usado principalmente para a investiga¢ao clinica, passa a ser

utilizado como ferramenta de rotina clinica no final dos anos 1980. Na década de
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1990 um avanco significativo na tecnologia PET, foi a combinagcdo com a Tomografia
computadorizada (CT-computed tomography) por David Townsend e colegas de
trabalho [10].

7z

No momento o hibrido PET/CT é a configuragdo dominante para
imagens PET. Além dessa hibridizacdo, surgiu também o PET/RM, ou seja, a

juncéo do PET com a ressonancia magnética.

1.3 Radioisotopoterapia

O conceito da utilizacdo do radiofarmaco na terapia € baseado no desejo de
ligar um radionuclideo que tem uma elevada transferéncia de energia linear (LET)
associada com seus produtos de desintegracdo, como os elétrons Auger, particulas
beta ou particulas alfa, a uma molécula biologicamente ativa, que pode ser

direcionado para o local do tumor [11].

A radioatividade empregada na radioisotopoterapia € maior do que a atividade

utilizada para fins diagndsticos, podendo ser até 1.000 vezes maior.

1311 'na forma de iodeto,

Os radiofarmacos mais utilizados em terapia séo o
para ablacdo de cancer diferenciado de tire6ide ou em doses menores para
tireoidites e **Sm-EDTMP para alivio das dores 6sseas em metastases e o *"’Lu-

octreotato utilizado para tumores neuroenddcrinos.

Nos dias atuais, 5% dos radiofarmacos sao utilizados na terapia e 95% séao

utilizados para fins de diagndstico [12].
1.4 Diagnosticos
A Medicina Nuclear possui detectores que sao classificados pelo tipo de

informacdo que produzem. Os detectores que indicam o nimero de interacdes que

ocorrem no detector sdo chamados de contadores, como exemplo os detectores
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Geiger-Mueller. Detectores que produzem informacao sobre a distribuicdo da energia
da radiacéo incidente, como os detectores de cintilacdo de iodeto de sddio (Nal), séo
chamados espectrémetros. Detectores que indicam a quantidade liquida de energia
depositada no detector por multiplas interagdes sdo chamados de dosimetros [12].

A utilizacdo de detectores de radiacdo para produzir sinais distintos, deve ter
entre duas interagbes um intervalo finito de tempo conhecido como tempo morto.
Caso uma interacdo aconteca neste intervalo, o sinal sera perdido.

A eficiéncia de um detector é a relagdo niamero de detecc¢des por numero de
emissoes.

Os cintiladores sdo materiais que emitem luz visivel ou ultravioleta, apés a
interacdo da radiagdo ionizante com o material. Além disso, séo os tipos detectores
de radiacdo mais antigos, dentre eles encontram-se as camaras de cintilagao.

As imagens planares da medicina nuclear sdo imagens de projecédo, uma vez
que, cada ponto da imagem é representativo da atividade do radiois6topo ao longo
de uma linha de projecdes pelo paciente. As imagens planares sdo mapas
bidimensionais da distribuicdo do radioisétopo, e sdo uteis na avaliacdo de um
grande numero de distarbios. As imagens planares de medicina nuclear séo
formadas por pixel que é a representacdo da imagem por um nimero de contagens
detectadas pelo cristal de uma camara de cintilagdo. A alta resolucdo espacial
necessita de mais pixel por imagem, para o formato da imagem nao degradar a
resolugéo [12].

A cintilografia convencional utiliza técnicas de projecdo de imagens com baixo
contraste de imagem devido a sobreposicéo de estruturas. Avangos nas técnicas de
tomografia trouxeram a cintilografia para uma nova era. Dentre 0s novos métodos
estdo o SPECT e o PET [13].

A camara planar de cintilagdo apresenta o formato do pixel de 64x64 ou
128x128 com fatias por pixel de 8 ou 16; o SPECT tem o formato do pixel também de
64x64 ou 128x128 com fatias por pixel de 8 ou 16; ja o PET apresenta formato
128x128 e 16 fatias por pixel [12].

O conceito de resolucdo espacial, utilizada na imagenologia, esta associado a

capacidade de ver pequenos detalhes na imagem, um sistema de imagem tem maior
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resolucéo espacial se pode demonstrar a presenca de pequenos objetos na imagem.
A resolucéo espacial limite € o tamanho do menor objeto que um sistema de imagem
pode resolver [12].

O SPECT possui uma resolucao espacial de aproximadamente 7 mm que
piora para o0 centro da fatia transversal da imagem; a imagem planar possui
resolucdo espacial de 7 mm, porém a resolucdo espacial € degradada com a
distancia do detector (colimador); o PET apresenta resolucdo espacial de
aproximadamente 5 mm portanto melhor resolucdo do que em outras modalidades

de imagem nuclear, além de ndo depender da colimacao fisica [12].

1.4.1Single Photon Emission Computed Tomography — Tomografia

Computadorizada por Emisséo de Foton Unico (SPECT)

E um sistema que gera imagens transversais que descrevem a distribuicéo de
raios X ou raios gama emitidos pelo paciente. O padrédo de imagens planares de
projecdo € adquirido a partir de um arco de 180° ou 360° sobre o paciente.

O sistema SPECT esta baseado em gama-camaras convencionais, possuindo
detectores de cristais de lodeto de Sodio com Talio (Nal[Tl]) em desenho hexagonal
e com espessura de 0,65cm (1,4 polegada), colimadores dispostos em forma de
leque ou em forma de cone, podendo ter até 90 fotomultiplicadoras, sdo utilizadas
matriz de 64x64 ou 128x128 e uma resolucao espacial de 7 milimetros, além disso
possui circuito de coincidéncia para deteccdo de fétons. Adquire, normalmente, 60 ou
120 proje¢Bes com incremento angular de 6° ou 3°. Os cristais de iodeto de sodio
sao apropriados para imagens de fétons entre as energias de 70 e 365 keV.

A aquisicao das imagens ocorre em formato pixel de 64x64 ou 128x128, além
disso, o uso de um menor pixel reduz a resolucdo espacial na projecao das imagens.
Quanto menos proje¢cOes forem criadas maior € a possibilidade de criar artefatos
radiais nas imagens transversais reconstruidas.

A cabeca da camara de um sistema SPECT gira em torno do paciente,
adquirindo imagens de projecdo a partir de angulos espacados. A cabeca ou as

cabecas da camara podem adquirir as imagens em movimento ou pode parar em
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angulos pré-definidos para adquirir as imagens em um computador (Bushberg et.al.,
2002). A Figura 1 mostra uma camara SPECT/CT.

Figura 1: Camara SPECT/CT do Hospital AC-Camargo.

Os fétons vindos do paciente incidem no cristal através do colimador, e sdo
absorvidos fotoelétricamente. As fotomultiplicadoras estdo acopladas ao cristal
(Nal[Tl]) e geram uma corrente elétrica que serd processada no circuito de
posicionamento para o calculo das coordenadas e do pulso. ApGs esses processos,
0 evento é gravado espacialmente.

A reconstrucdo das imagens ocorre utilizando retroprojecdo filtrada ou
métodos de reconstrugdes interativas. Um estudo de SPECT produz imagens
transversais que abrangem todo o campo de visao (Field of view-FOV) da camara na
direcdo axial de cada mudanca de posicdo da cabeca da camara. Os métodos
interativos assumem a distribuicdo de uma atividade inicial no paciente, seguida pelo
céalculo das imagens de projecéo através da distribuicdo da atividade assumida. As
imagens de projecdo calculadas sdo comparadas as imagens reais de projecao e,
com base nesta comparacdo, a distribuicdo da atividade assumida é ajustada. Este

processo é repetido varias vezes, com sucessivos ajustamentos para a distribuicdo
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da atividade assumida, até que as imagens de projecdo calculadas aproximam-se
das imagens reais de projecao.

A retroprojecao filtrada baseia-se no pressuposto de que as imagens de
projecdo sdo projecdes perfeitas de um objeto tridimensional, isto esta longe de ser
verdade em medicina nuclear pelos seguintes fatores: atenuacdo de fétons no
paciente, inclusdo de fétons Compton dispersos na imagem, a degradacdo da
resolucdo espacial com a distancia do colimador.

O SPECT/CT possui sistema de correcdo da atenuacdo. Esta correcdo de
atenuacao utiliza fontes de transmissao e tem sua significante aplicacdo em estudos
de perfusdo miocardica, onde artefatos de atenuacdo podem imitar os defeitos de
perfuséo.

O fato do SPECT usar a colimacdo para formar imagens, faz com que a
resolucéo espacial e a eficiéncia na deteccdo sejam determinadas pela distancia do
colimador. A resolucéo espacial é deteriorada com a distancia do dispositivo.

Os radioisétopos mais utilizados em SPECT sdo emissores gama como *™Tc,
123|’ 131|’ 67Ga e 2007 [6].

A associagdo do SPECT com a tomografia computadorizada (TC) contribui,
dentre outras praticas de aplicacdo, na localizacdo pré-operatoria de linfonodos
sentinela (primeiro linfonodo de drenagem de um tumor), principalmente em
pacientes obesos com quadro clinico de cancer de mama. O linfonodo sentinela
retirado atraveés de cirurgia radioguiada, € analisado em estudo histopatolégico [14].

O menor custo e a utilizacdo de radiofarmacos convencionais fez com que a
aquisicao de aparelhos SPECT se tornasse mais interessante do que aparelhos PET

em termos econdmicos.

1.4.2 Positron Emission Tomography = — Tomografia por Emissdo de Pdsitron
(PET)

Pdésitrons sdo particulas similares aos elétrons, porém com carga positiva,

vindos do decaimento de radionuclideos.
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Os positrons emitidos na matéria perdem a maior parte de sua energia cinética
causando excitacdo e ionizacdo. Quando um pdésitron perde a maior parte de sua
energia cinética, ele interage com um elétron por um processo chamado de
aniquilacdo. Toda a massa da aniquilacdo elétron-pésitron € convertida em dois
fétons de 511 keV, emitidos em direcBes opostas. Em solidos e liquidos, os pésitrons

viajam apenas distancias muito curtas antes da aniquilagcéo [12]. A Figura 2 ilustra o

decaimento por emissao de positron.

emissor V=511keV
de
positrons

B elétron

¥ =511 keV )
do ambiente

Figura 2: Decaimento por emissao de positron.

Em 2001 ocorreu a associacdo do PET com a TC tendo o objetivo de
aumentar a resolucéo espacial e a sensibilidade devido a uma maior precisao loco-
regional, acelerando a aquisicdo de dados e diminuindo a dose de radiacdo nos
pacientes [15].

Os PET scanners usam o sistema deteccdo de aniquilagcdo de coincidéncia
(ACD) e reconstroem as imagens, igualmente ao SPECT, a partir dos dados de
projecao.

Alguns fabricantes desenvolveram sistemas dedicados de PET que séao
menos caros do que os sistemas PET com dois arcos detectores completos, opostos
180°, formado por anéis de Germanato de Bismuto (Bi;GesO;), mas que
proporcionam uma sensibilidade de detec¢cédo muito melhor do que os sistemas de
coincidéncia das camaras de cintilagdo com duas cabecas. Os PET nao-dedicados

possuem fotomultiplicadoras com cristais de lodeto de Sddio (Nal), além do detector



23

nao girar em torno do paciente. Ambos, PET dedicados e n&o dedicados, utilizam a
deteccao de coincidéncia em vez da colimacédo para obter a projecao dos dados.

Nos PET ndao-dedicados os cristais de cintilacdo acoplados a tubos
fotomultiplicadores (PMTs) sdo usados como detectores em PET. Os sinais
provenientes das PMTs sdo processados usando o modo de pulso para criar sinais
de identificacdo da posicao, energia depositada e tempo de cada interacao.

Os modernos sistemas de PET dedicados sao formados por mais de 15.000
elementos de deteccdo, dispostos em 32 anéis adjacentes que vao registrar 0s
eventos de coincidéncia com janela (um intervalo de tempo selecionado para os
sinais provenientes de dois detectores ocorrer, entdo uma coincidéncia € gravada) de
10 a 12 nanossegundos. Os elementos de deteccdo sdo pequenos cristais de
cintilacdo, geralmente germanato de bismuto, que possui alta densidade e bom
poder de frenamento dos fétons de 511keV, agrupados e acoplados a tubos
fotomultiplicadores. Estes sistemas permitem a aquisicdo simultanea de até 45 fatias
de mais de 16 cm de distancia axial. A resolucdo para imagens clinicas é de 4 a 6
milimetros, portanto imagens menores de 1cm podem ndo serem observadas no
diagnostico. Utiliza a retroprojecdo filtrada ou métodos interativos para a
reconstrucdo das imagens. O PET, por ndo ter colimacdo fisica, tem maior
sensibilidade comparado ao SPECT. A Figura 3 apresenta um sistema PET/CT

dedicado.

Figura 3: PET/CT Philips do Hospital Ac-Camargo.
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As imagens podem ser apresentadas como fatias tomograficas ou como
dados 3D.

Nas aquisi¢cdes bidimensionais de dados, as coincidéncias sao detectadas e
registradas dentro de cada anel de deteccdo ou em pequenos grupos de anéis de
detectores adjacentes. Os PET scanners desenvolvidos para aquisicdo apresentam
finos colimadores anulares, geralmente feitos de tungsténio, para evitar que mais
radiagdo emitida por atividade fora da fatia transaxial alcance o anel detector. Apos a
aquisicao bidimensional dos dados, as imagens sofrem a reconstrucéo parecida com
a do SPECT por retroprojecao filtrada (reconstru¢do analitica 3D) ou reconstrucao
interativa [12].

Nas aquisicOes tridimensionais de dados (volume), os colimadores axiais nao
séo usados e as coincidéncias sdo detectadas entre muitos ou todos os anéis de
detectores, aumentando consideravelmente o nimero de coincidéncias verdadeiras
detectadas e pode permitir que menores atividades sejam administradas nos
pacientes. No PET é possivel fazer a corre¢cdo da atenuacdo da nao-uniformidade
antes da reconstrucdo, dessa forma ndo apresenta complicacdes na reconstrucao
como no caso do SPECT [12].

A atenuacdo em PET nao difere da atenuacdo em SPECT, porque ambos 0s
fétons aniquilados devem escapar do paciente para causar um evento coincidente
para ser registrado. A atenuagdo é mais grave no PET do que no SPECT. A grande
maioria das interacdes com os tecidos sao espalhamento Compton. Atenuacgao
provoca uma perda de informacdo e, como a perda ndo € a mesma para todas as
linhas de resposta, origina artefatos nas imagens transversais reconstruidas. A perda
de informacé&o também contribui para o ruido de estatistica nas imagens [12].

A correcdo da atenuacdo pode reduzir a sensibilidade de alguns estudos
clinicos, ndo sendo necessario em todos os procedimentos PET, nos procedimentos
em que € realizado o médico deve rever também a interpretacdo da imagem
reconstruida ndo corrigida.

As imagens PET sdo quantitativas, embora ndo perfeitamente exatas, mas
importantes em estudos em animais e em humanos. A pratica clinica utiliza o

Standardized Uptake Value (SUV) que define a razdo da concentracdo do
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radiofarmaco em uma regido para a concentracdo média no corpo. Em tumores o
SUV é, geralmente, maior que 2 em tecidos malignos, porém ndo € um valor de cut-
off que separa com precisdo captacdo maligna de ndo-maligna.

SPECT atualmente requer colimadores de chumbo para fornecer a resolucéo
adequada, o que reduz a atividade que atinge o detector. Em PET, as contagens/IMC
(contagens/indice de massa corpérea) do tracador sdo mais elevadas porque a
imagem PET é formada sem um colimador de chumbo entre o paciente e o detector,
isso determina melhor resolugdo comparada ao SPECT. Além disso, o PET oferece
indices quantitativos do radiofarmaco captado.

A Tabela 1 apresenta uma compara¢ao entre as caracteristicas dos aparelhos
SPECT e PET.

Tabela 1: Comparativo entre SPECT e PET [12].

SPECT

PET

Aquisi¢do da imagem

Colimacéo

Detecc¢do por coincidéncia

Reconstrucdo da imagem

Retroprojecao filtrada ou métodos

interativos

Retroprojecao filtrada ou métodos

interativos

Radionuclideos

Emissores de raios-x, gama, excelente
para fétons com energia de 70 — 365
keV

Apenas emissores de poésitrons

Resolucéo espacial

Depende do colimador e da 6rbita da
camara; dentro da imagem transaxial

a resolugédo na direcéo radial é

uniforme, mas a degradagédo ocorre na

direcao do centro; 10 mm FWHM para
0 centro; quanto maior a 6rbita da

camara pior € a resolucéo.

Relativamente constante através
de imagem transaxial, 4,5 - 5,0

mm FWHM para o centro.

Atenuacao

Menos severa e sem utilidade clinica.

Mais severa.

O PET apresentou uma expansdo clinica rapida no mundo, devido a

disponibilidade dos ciclotrons compactos e dos moddulos de sintese quimica
automatizados, entretanto no Brasil este crescimento foi mais lento, sendo adquirido

por apenas grandes hospitais.



26

1.5 Radionuclideos Emissores de Pdsitron

A maioria dos radionuclideos emissores de pdésitrons utilizados na medicina
nuclear sdo produzidos por ciclotrons, mas também existe uma minoria de
radionuclideos que séo produzidos por geradores. Os principais produzidos em
ciclotrons sdo *C, N, 0, ¥F, 4, ®*Cu e ¥2zr. O °®Ga e #Rb s&o produzidos em

gerador, como pode ser visto na Tabela 2 [8].

Tabela 2: Nuclideos emissores de pésitron de interesse clinico e suas

caracteristicas [8].

Nuclideo | Meia-vida Atividade Decaimento Energia B* (MeV) Penetragéo na

(min) especifica (%p") agua (mm)

(Ci/umol) Maximo Minimo Méaximo  Minimo

1,27 150,400 96,0 3,36 1,50 16,5 4,0

20,4 9220 99,77 0,9601 0,3856 4,1 11

68,3 2766 87,7 1,8991 0,836 8,2 2,9

110 1710 96,7 0,6335 0,2498 2,4 0,6

768 245 17,87 0,6529 0,2781 2,9 0,64

4704 39,9 23,0 0,897 0,397 4,0 1,18

6048 31 11,0 1,5323 0,6859 6,3 2,3
12,0 2,1350 0,9736 8,7 3,5

Os metais, gélio, indio e itrio sdo trivalentes e com quimica similar. Os metais
de transicao tais como o cobre, escandio e zirconio apresentam quimicas complexas.
Os radionuclideos emissores de pésitrons desses metais (*®Ga, **Cu e #Zr) podem
ser usados para marcar peptideos e proteinas usando agentes quelantes
bifuncionais.

Os radio-metais ®*Cu e #Zr sdo mais promissores para o desenvolvimento de

anticorpos e fragmentos radiomarcados para estudos imunoldgicos em PET.
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Os radionuclideos organicos como **C, N, °0 s&o isétopos de elementos
naturais que fazem parte da maioria das moléculas bioquimicas e de medicamentos.
Os radiofarmacos PET desenvolvidos séo ideais para imagem molecular porque 0s
radionuclideos sdo bioguimicamente indistinguiveis de seus componentes naturais.
Entretanto a meia-vida fisica curta desses radionuclideos PET torna dificil a
comercializagdo para o uso clinico.

Os radiofarmacos PET consistem em dois componentes: uma estrutura
molecular (vetor, veiculo ou ligante) e um radionuclideo emissor de poésitron. Para
uma ligacédo estavel das duas partes, um ligante pode ser quimicamente necessario.
O veiculo define as caracteristicas biologicas, além de ser responsavel por
interagBes quimicas e bioquimicas dentro do organismo vivo [16].

As moléculas “veiculo” tem de fornecerem um elevado grau de especificidade
e seletividade para o sitio alvo. Essas moléculas “veiculo” podem ser: sistemas
receptores, antigenos, receptores, transportadores, alteracbes metabdlicas
especificas, hipo-oxigenacdo do tecido, diferente energia demandada da célula,
alteracbes na expressdo do gene e da proteina, diferencas na vascularizacdo e
perfusdo [16].

Radiofarmacos PET marcados com *!C e principalmente '®F, devido a maior
meia-vida fisica, continuardo sendo Uteis em protocolos de pesquisa para estudar a
fisiopatologia e para avaliar o potencial de utilidade clinica.

A dose administrada do radiofarmaco varia de acordo com o radionuclideo
utilizado na marcacdo da molécula, além disso, trés importantes conceitos devem ser
analisados:

» energia transmitida: a quantidade total de energia depositada na matéria, é o
produto da dose e da massa ao longo do qual a energia é transmitida. A
unidade € J (Joule).

» dose equivalente: nem todos os tipos de radiacdo causam danos biologicos
mesmo por dose unitaria. Modificar a dose para refletir a eficacia relativa do
tipo de radiacéo leva a produgédo de dano biologico, um fator de ponderagéo
da radiacdo (WR) foi estabelecido pela Comisséo Internacional de Protec&o

Radioldgica (ICRP), que para emissores de positron é >2 MeV.
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» dose efetiva: nem todos os tecidos sdo igualmente sensiveis aos efeitos da
radiacdo ionizante. Fatores de ponderacéo tecidual (wT) foram estabelecidos
em ICRP 60 para atribuir a um tecido ou 6rgéo especifico (T) a propor¢ao de
detrimento de efeitos estocasticos, resultante da irradiacdo do tecido em

comparacéo com a irradiacao uniforme do corpo inteiro.
1.5.1 *¥F (Fluor)

O grupo de elementos conhecidos como halogénios (F, Cl, Br e I) sdo muito
comuns na natureza. Entretanto, ions cloreto e iodeto sdo comuns no corpo humano,
atomos de flior e bromo geralmente ndo fazem parte de moléculas naturais. Dentre
todos os halogénios, o &tomo de fldor € o Unico que imita 0 atomo de hidrogénio em
seu tamanho. Os raios de van der Waals, tanto do fldor quanto do hidrogénio sao
muito similares 1,35 e 1,2 Angstron, respectivamente. O resultado, € que em
qualquer molécula organica, a ligacdo C-F imita o comportamento biologico da
ligacdo C-H. O a&tomo de fluor é também o mais eletronegativo dos halogénios e
introduz uma polaridade mais semelhante a uma substituinte hidroxila em uma
molécula. Com essas caracteristicas o radionuclideo *®F continua sendo o emissor
de pésitron ideal para radiofarmacos PET, além disso, os outros halogénios sao
maiores em tamanho e menos eletronegativos comparados ao flaor [17].

O '8F é um radionuclideo ideal pela baixa energia de pdsitrons (0,64 MeV),
curto alcance tecidual (max.2,4 mm), fatores que ajudam a fornecer imagens com
alta resolucédo. Além disso, € produzido com alta atividade especifica e em altas
atividades, possuindo rendimentos de marcacao adequados na sintese de tracadores
PET. O decaimento ocorre mais de 97% por emissdo de poésitrons e tem meia-vida
fisica de aproximadamente 110 minutos, fatores que aumentam a sensibilidade no
diagnostico [18].

O radionuclideo *®F é produzido livre de carregador pela reacdo nuclear 0
(p,n)*®F que ocorre em ciclotron, sendo geralmente utilizado um alvo de H,O

enriquecida em *20.
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1.5.2 Flior-18-fluorodeoxiglicose (  *®F-FDG)

A DG (2-Deoxi-D-Glicose) foi desenvolvida em 1960 como um agente
quimioterapico inibidor de células cancerigenas. Em 1976 o Dr.Wolf e colegas do
Laboratério Nacional Brookhaven desenvolveram o radiofarmaco °F-FDG para
estudo de metabolismo cerebral da glicose através do PET [18].

18F_FDG é transportado para as células através do facilitador no transporte de
glicose (GLUT1), é fosforilado pela hexoquinase (HKII) tornando-se ®F-FDG-6-
fosfato, um material polar que é retido nas células cancerigenas e, portanto a base
da imagem com PET/CT. O grau de absorcéo celular de **F-FDG tem relacdo com a
taxa metabdlica celular e com o0 numero de transportadores de glicose [19; 20].

As aplicacdes do '®F-FDG estdo baseadas no fato das células tumorais serem
altamente glicoliticas, mesmo em condicbes aerébicas. O '®F-FDG permite a
obtencéo de imagens e a quantificacado fisiologica do metabolismo glicolitico.

A dose administrada de ®F-FDG varia entre 350-550 MBq (10-15 mCi),
dependendo do material do detector (BGO, GSO-oxiortosilicato de Gadolinio ou LSO-
oxiortosilicato de Lutécio), do comportamento da taxa de contagem do tomografo
PET, e do modo de aquisicao utilizado (2D ou 3D), além do tamanho do paciente [10].

No Brasil os estudos de PET/CT com **F-FDG est&o voltados para a oncologia,
para diferenciacdo de doenca benigna e maligna; identificacdo do local da doenca
para planejamento de bidpsia ou cirurgia; deteccdo de alguns tumores primarios;
classificacdo da malignidade baseado no volume de radiofarmaco captado;
estadiamento da doenca; diferenciacdo entre tumor residual e cicatrizados apés o
tratamento; deteccdo de recidiva; medida da resposta terapéutica e para guiar a
radioterapia [18].

O '®F-FDG né&o apresenta uma captacéo especifica para inflamacéo ou lesées
granulomatosas, além de ter a captacao influenciada tanto pela insulina quanto pelos
niveis de glicose no sangue [24].

1BF_FDG apresenta impacto limitado em doencas com baixa avidez por glicose,

como o cancer de prostata, cancer de mama e ganglios linfaticos, assim novas vias
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metabdlicas, como aminoacidos ou metabolismo lipidico, tem sido exploradas [15;
21].

1.5.3 Fltor-18-fluoroacetato ( *®F-FAc)

O ®F-FAc é conhecido como um marcador para PET/CT em estudos de
metabolismo miocérdico e estudos de metabolismo cerebral. Recentemente, estudos
estdo comprovando sua eficacia na deteccdo de tumores que apresentam baixa
captacdo de glicose. O acetato participa na sintese lipidica citoplasmatica, que
aparece aumentada nos tumores [22;23].

O fluoroacetato € um composto altamente toxico em altas doses, entretanto
nas imagens PET/CT é utilizado em baixa concentragcdo. O mecanismo para a
toxicidade é devido a formacdo do fluorocitrato e bloqueio irreversivel da enzima
mitocondrial aconitase, enzima importante no ciclo do acido tricarboxilico para
converter citrato em isocitrato. O ®F-FAc é um substrato dos transportadores
monocarboxila e enzima acetil-CoA2 mitocondrial. A formacéo do fluorocitrato é lenta,
portanto os sintomas de uma super dosagem sO apareceriam horas apés a sua
administracdo. Caso o '®F-FAc seja, enzimaticamente, convertido para [‘°F] acetil-
CoA no citosol, poderia ser util para avaliar a atividade anabodlica em tecidos
lipogénicos incluindo canceres. Em estudo comparativo com roedores, o °F-FAc
apresentou pouca retencdo em tecidos moles e maior acimulo em 0sso, indicando a

defluorinacéo, fato ndo observado quando utilizado em animais mamiferos [24].

Estudos relataram absorcdo significativa do ®F no osso de roedores,
sugerindo alguma inativacdo da aconitase. No entanto, estudos em babuinos nao
apresentam absorcao 6ssea detectavel do ion fluoreto e sugerem que o acumulo de
radioatividade nos tecidos € o resultado de uma taxa mais lenta do metabolismo de
18F_FAc antes da inativacdo aconitase, embora ndo seja claro que é o passo limitante
[25].

A sintese de lipideos é um dos principais papéis dos astrécitos, fornecendo

colesterol essencial para os neurbnios e 0s acidos graxos necessarios para a sintese
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de fosfolipideos cerebrais. Portanto, € possivel que as quantidades relativas de
radioatividade apds a injecdo de '®F-FAc, associada com o metabolismo oxidativo e
biosintese de lipideos, seja diferente entre as regides do cérebro e substratos
patolégicos [25].

Existem também estudos com acetato marcado com *'C (*'C-Ace), sendo este
um tracador de fluxo de carbono através do ciclo do &cido tricarboxilico (TCA). O
ciclo do acido tricarboxilico (TCA), lipidios e sintese de colesterol representam as
vias metabdlicas para o acetato [21; 24].

O C-Ace entra dentro das células por transportadores monocarboxilato ou
difusdo e rapidamente é eliminado na corrente sanguinea. Nas células é facilmente
ativado para *'C-acetil-CoA pela enzima acetil-CoA sintetase, tanto no citosol como
nas mitocondrias. A enzima acetil-CoA sintetase 1 é encontrada no citosol e
principalmente expressa nas ceélulas com alta atividade lipogénica, como glandulas
salivares, baco, figado e alguns canceres. A enzima acetil CoA sintetase 2 é
expressa na mitocondria e integrada dentro do complexo piruvato dehidrogenase. O
1C-acetil-CoA formado na mitocondria entra no ciclo do &cido tricarboxilico e o
carbono é oxidado para *'C-CO, com a taxa de fosforilacdo oxidativa ou é transferido
para outro intermediario e usado para geracdo anabdlica de lipideos ou aminoacidos
[24].

O acetil-CoA é incorporado na membrana intracelular nos microdominios de
fosfatidilcolina, importantes para o crescimento tumoral e metastético [18].

A excrecdo do fluoroacetato ocorre por duas vias, urinaria e biliar. J& o acetato
marcado com o 'C (*'C-Ace) apresentou baixa atividade na urina e muito exalado
pelos pulmbes na forma de CO-CO, metabolizado. Esta diferenca nas vias de
excrecao ocorre porque o **F-FAc nao é oxidado. Em algumas espécies pode ocorrer
defluorinacéo, ou seja, acimulo do radiofarmaco nos 0ssos [24].

A vantagem € que, embora a maior parte do marcador radioativo associado
com MC-Ace é liberado como *C-CO, por metabolismo oxidativo no ciclo do &cido

tricarboxilico (TCA), o metabolismo do ®F-FAc, no ciclo do &cido tricarboxilico, é

incompleto e resulta no acumulo de radioatividade nos tecidos. No entanto, ndo é
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claro se o ®F-FAc ou algum metabdlito é responsavel pelo aciimulo de radioatividade
observada no cérebro [25].

Estudos in vitro demonstraram que o acetato foi muito melhor como um
marcador de proliferacéo celular do que a colina. As diferengas na sensibilidade para
a deteccdo de tumores destes dois marcadores podem ser devido as diferentes
enzimas e mecanismos envolvidos na absorcao e retencdo de tumor destes dois
substratos [18].

Segund Jadvar (2010), a razdo da captacdo do fluoroacetato em tumor-
coracdo e tumor-préstata foi similar. Estudos em macacos e porcos demonstraram
que o fluoroacetato ndo é um anélogo funcional do *'C-acetato em fisiologia normal.

Em células normais o acetil-CoA é oxidado na mitocdndria para diéxido de
carbono e agua, através do ciclo do acido tricarboxilico. Ja em células tumorais, a
maior parte do acetato é convertida em acidos graxos pela enzima sintetase de acido
graxo (SAG), que é super-expressa em celulas tumorais [18].

Em muitos canceres ocorre a superexpressdo da FAS (sintase de &cido
graxo), especialmente no cancer de prostata, onde o grau de superexpressao esta
relacionada com a agressividade do tumor. O *®F-FAc apresenta alta sensibilidade na
deteccdo de cancer de préstata recorrente. No cancer de mama ®F-FAc tem sua
utilidade na deteccao de pequenos tumores e na reducao de falsos negativos [21; 26].

O C-Ace também foi apresentado em alguns estudos como potencial
radiofarmaco para diferenciar graus tumorais em gliomas, sendo superior & *'C-
metionina. Além disso, o fluoroacetato ndo invade o metabolismo glial, portanto ndo é
o radiofarmaco indicado para estudos cerebrais [25].

Comparado com o ®F-FDG, tanto o ®F-FAc quanto o 'C-Ace apresentam
uma eliminacgéo renal insignificante, portanto a concentracdo na bexiga é minima.

A biodistribuicdo do 'C-Ace e do 8F-FAc difere, um exemplo é o fato da
captacdo tumoral ser cinco vezes maior com *¥F-FAc do que com *'C-Ac, no periodo
de 30 minutos apos a inje¢do intravenosa [21].

Ha evidéncia para a existéncia de um tumor especifico ndo associado ao ciclo

do acido tricarboxilico, mas associado a uma elevada taxa de glutaminolises e
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lipogéneses. Sendo assim, a glutamina e glutamato desempenham papéis
fundamentais no metabolismo intermediario de tumores [17].

BE.FAc € um marcador Gtil de PET com alta sensibilidade para detectar o
cancer de prostata e outros tipos de cancer que apresentam baixa captacdo com 8F-
FDG. A alta captacdo de 8F-FAc ocorre em tumores, mas também em lesdes
inflamatdrias [26].

As etapas quimicas para preparar o fluoroacetato sdo semelhantes as usadas
para ®F-FDG.

1.6 Aprovacéo de radiofarmacos PET

Durante as trés ultimas décadas alguns radiofarmacos PET foram usados em
estudos clinicos com a aprovagdo do Radioisotope Drug Research Committee
(RDRC) ou com o Investigational New Drug (IND). Como algumas outras drogas ou
farmacos, a aprovagdo pelo Food and Drug Administration (FDA) de um novo
radiofarmaco PET envolve a submissdo do New Drug Application (NDA) por um
fabricante ou uma empresa que documenta claramente dois aspectos principais da
droga: 1-fabricacdo de drogas PET; 2-seguranca e eficacia da droga com indicacfes
especificas para o0 seu uso clinico. Apds uma extensa revisdo de um registro para 0s
ensaios clinicos do NDA, o FDA aprova o NDA para o0 uso na rotina clinica [17].

O primeiro radiofarmaco PET que recebeu a aprovagdo do FDA, em 1989, foi
o gerador ®*Sr —#Rb (Cardiogen-82, Bracco Diagnostics) utilizado para estudos de
imagem de perfusédo do miocardio [17].

Atualmente os radiotracadores '®F e 'C sdo facilmente preparados em
ciclotrons e as regras do FDA e do NDA sofreram algumas modificacdes. Hoje, nos
Estados Unidos, toda clinica que trabalha com FDG-PET opera sob as leis da
Practice of Medicine and Pharmacy, através da prescricdo por um fisico e a
distribuicdo por um farmacéutico registrado.

O FDA requer que todas as drogas PET, incluindo drogas IND para
administracdo em humanos, devem ser fabricadas de acordo com Current Good
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Manufacturing Practices (cGMPs). Embora a farmacopéia americana, United States
Pharmacopeia (USP), ter servido como as exigéncias cGMPs para a producdo de
drogas PET por muitos anos, ela foi substituida pelo regulamento 21 CFR-212,
efetivo em Dezembro de 2011 para a producdo comercial de drogas PET em
estagios avancados de desenvolvimento. Desde Dezembro de 2011 todos os
radiofarmacos PET devem ter uma NDA para uso em rotina clinica [17].

A aprovacao do FDA exige ensaios clinicos multicéntricos que demonstram a
eficacia, seguranca e toxicidade da droga, o que depende de grande investimento
financeiro.

A producdo de radiofarmacos PET fica estabelecida em cGMPs e para
aprovacdo pelo FDA sdo necessarios os estudos clinicos de fase I, Il e lll que
documentam a seguranca, toxicidade e eficacia do radiofarmaco PET.

O Brasil produz radiofarmacos desde 1959 no IPEN seguindo apenas as
normas internas de qualidade. Atualmente no Brasil a ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) tem sua prépria regulamentacdo para radiofarmacos, as
resolugdes n° 63 e n° 64 (RDC 63 e 64), em vigor desde Dezembro de 2009.

1.7 Aceleradores

Os ciclotrons s@o os aceleradores mais utilizados para a producdo de

radioisétopos emissores de positrons utilizados na Medicina Nuclear.

1.7.1 Ciclotron

O ciclotron € um equipamento que acelera particulas carregadas, no qual ions
produzidos no centro sdo submetidos a um campo elétrico e magnético [27].

Em uma camara sob baixa pressdo, ou seja, vacuo, estdo dois eletrodos
chamados de “Dé&s”, que produz um campo magnético perpendicular aos planos dos

eletrodos. Esses “Dés” estdao conectados a uma fonte de tensdo alternada criando
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um campo elétrico de direcdo paralela ao plano dos eletrodos. No centro do ciclotron
existe uma fonte de ions geradora de particulas carregadas que séo introduzidas
entre os “Dés”, onde séo inflenciadas pelo campo elétrico e, portanto inicia-se o
processo de aceleragéo [27].

No interior dos “Dés” as particulas sofrem influéncia apenas do campo
magnético e formam uma trajetéria circular (Figura 4), como ndo modifica a
velocidade das particulas, ndo altera a energia das mesmas. E um campo magnético
apenas para alterar a direcdo das particulas. Apos o término do percurso nos “Dés”,
as particulas saem invertendo a polaridade do campo elétrico, portanto causando a
aceleracdo e 0 aumento da velocidade das particulas em direcdo ao préximo “Dé”.
Este segundo “Dé” obriga a particula a voltar para uma trajetéria circular, porém com
0 raio menor. Alternar o0 campo elétrico, quando a particula sae dos “Dés”, permite a
ela maior velocidade e aumento dos raios das suas Orbitas. Esse processo se repete
até o ponto em que as particulas sdo extraidas e direcionadas para o alvo e para o
bombardeamento [27].

A particula carregada mais utilizada é o ion H’, obtido através do
bombardeamento de hidrogénio para o interior de uma camara e aquecido por meio
de uma corrente de feixe de elétrons. As colisbes entre 0s elétrons e o gas
hidrogénio produzem grandes quantidades de ion H™ (feixe), e por meio da diferenca
de potencial elétrico esse feixe € injetado no interior do ciclotron para dar inicio a
aceleracao, até obter a energia desejada [27].

A extracdo mais comum é aquela que utiliza uma fina membrana de carbono
na trajetoria do feixe, que pode ser observada na Figura 5. A interacdo entre os H e
a folha de carbono causa a retirada dos dois elétrons do H’, seguindo para a troca de
carga da particula de H para H" (prétron). Essa mudanca no mesmo campo
magnético leva a uma inversao da direcdo de rotacdo, portanto extracdo do campo
de aceleracdo. Os ciclotrons que utilizam essa técnica sdo denominados de

ciclotrons de ions negativos [27].
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Figura 4: Os vales e os montes do campo magnético e a diferenca do campo elétrico
(positivo e negativo) [28].

Figura 5: Folha de carbono para a extracdo do feixe.

O IPEN possui dois ciclotrons operantes:

O Cyclone 18 da IBA (Figura 6), para ions negativos, prétons de 18 MeV e
corrente de 150 pA. E um ciclotron horizontal, portanto a tragetéria da

particula é no plano horizontal, além disso, possui 4 porta-alvos.
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Figura 6: Cyclone 18 da IBA, IPEN.

* O Cyclone 30 da IBA apresentando energia de 30 MeV e corrente de 350uA,
apresentado na Figura 7.

Figura 7: Cyclone 30 da IBA, IPEN.

1.8 Ciclo Celular e Neoplasia

A proliferacdo celular pode ser estimulada por lesdo, morte celular e
deformacdo mecanica dos tecidos. A replicacédo celular é controlada, em sua maior

parte, por fatores quimicos no meio ambiente que inibem ou estimulam a proliferacédo
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celular. No caso do céncer ocorre o crescimento descontrolado, onde existe excesso
de fatores que estimulam o crescimento ou deficiéncia de inibidores.

O ciclo celular é formado pelas fases G; (pré-sintese), S (sintese de DNA), G,
(pré-mitética) e M (mitotica). As células quiescentes (em repouso) encontram-se no
estado G,.

As células do corpo sédo divididas em trés grupos, baseados na sua
capacidade proliferativa e relagéo com o ciclo celular [29].

+ Células em divisdo continua: seguem o ciclo celular de uma mitose
para a préxima e continuam proliferando por toda vida, substituindo as
células continuamente destruidas, exemplos Utero e glandulas salivares.

+ Células quiescentes (estaveis): apresentam baixo nivel de replicacéo,
mas podem sofrer rapida divisdo frente a estimulos e podem
reconstituir o tecido de origem. Estdo na fase G,, mas podem passar
para Gi, exemplo células parenquimatosas, encontradas em figado, rins
e pancreas, além das mesenquimatosas que sdo mausculo liso e
fibroblasto, também o grupo das endoteliais vasculares.

+ Células que nao se dividem: nao estdo no ciclo celular e sdo incapaz
de sofrer divisdo mitética, exemplo é a maioria das células nervosas, da
musculatura esquelética e musculo cardiaco, no caso do infarto do
miocéardio quando sofre regeneracéo apresenta cicatriz [29].

As aberracbes moleculares podem ser a base para 0 crescimento
descontrolado do cancer e também para respostas celulares anormais em uma
variedade de doencas. A sinalizacdo intercelular pode ser autocrina (as ceélulas
respondem a substancias de sinalizacdo secretadas por elas mesmas, exemplo séo
as tumorais e regeneracdo hepatica), paracrina (as ceélulas secretoras secretam
substancias para atingir uma célula-alvo exemplo o reparo de feridas por tecido
conjuntivo), endocrina (horménios sintetizados por células de 6rgdos enddcrinos e
atuam sobre células-alvo distantes do seu local de sintese, transportadas pelo
sangue) [29].

Os tumores podem ser monoclonais ou policlonais. Monoclonais quando o

marcador genético esta presente em todas as células do tumor, ou seja, todas as
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células sdo descendentes de uma célula inicialmente mutada e que todas as outras
herdam o marcador a partir de um dnico progenitor em comum. O policlonal € um
tumor formado por uma série de subpopulacdo de células geneticamente distintas,
portanto n&o fornecem nenhum indicativo de uma origem em comum [30].

A base genética do cancer esta relacionada as mutacdes genéticas adquiridas
pela acdo de determinados agentes ambientais, como substancias quimicas,
radiagdo ou virus ou herdada na linhagem germinativa. A genética do cancer implica
gue a massa tumoral é resultado da expanséao clonal de uma Unica célula progenitora
que sofreu les@o genética [29].

Os genes supressores de tumor BRCA-1 e BRCA-2 estdo associados ao
cancer de mama, além de outros genes supressores. Muta¢gdes do gene BRCA-1, na
linha germinativa, apresenta um risco maior de cancer de ovario epitelial, de prostata
e de célon. O gene BRCA-2 aumenta o risco para o cancer de mama em homens,
ovario, prostata, pancreas e laringe. Cerca de 5-10% dos canceres de mama sao
familiares e as mutagcdes nos genes BRCA-1 e BRCA-2 representam 80% dos casos
familiares. Os canceres de mama esporadicos/ndo familiares ndo estdo associados
as mutacdes dos genes BRCA-1 e BRCA-2, j& 0s genes supressores tumorais Rb
(retinoblastoma), p53 e NF-1 (neurofibromatose tipo 1) estdo associados aos
canceres hereditarios e esporadicos [29].

A carcinogénese é formada por vérias etapas fenotipicas e genotipias. A
neoplasia maligna € constituida por crescimento excessivo, invasdo local e
capacidade de formar metastases distantes, fenbmenos adquiridos progressivamente,
portanto determina a progressao tumoral.

A diferenciacdo entre maligno e benigno pode ser considerada sob os
seguintes aspectos: diferenciacdo e anaplasia, velocidade de crescimento, invasao
local e metastase.

A diferenciacdo das neoplasias corresponde ao grau de semelhanca entre as
células parenquimatosas e células normais, tanto na sua morfologia quanto na sua
funcdo. Os tumores bem diferenciados sédo formados por células que se assemelham
as ceélulas normais maduras do tecido de origem da neoplasia. Os tumores pouco

diferenciados ou indiferenciados possuem ceélulas n&o-especializadas com aspecto
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primitivo. Em geral, os tumores benignos sdo bem diferenciados, ja as neoplasias
malignas variam de células bem diferenciadas até células indiferenciadas [29].

As neoplasias malignas podem ser formadas por células diferenciadas ou
indiferenciadas. As neoplasias indiferenciadas sdo conhecidas por anaplasicas, essa
anaplasia € uma caracteristica basica da transformacgéo maligna [29].

As células sdo classificadas como diferenciadas quando o tumor perde as
caracteristicas tecido-especificas diferenciadas do tecido normal, além disso, esses
tumores sdo chamados de anaplasicos ja que ndo é possivel utilizar critérios
histopatologicos para identificar os tecidos de origem [30].

O céancer bem diferenciado evolui da maturacdo ou da especializacdo de
células indiferenciadas que estéo proliferando, o tumor maligno indiferenciado deriva
da proliferacdo sem maturacao das células transformadas [29].

A velocidade de crescimento dos tumores esta correlacionada com o seu nivel
de diferenciacdo, assim 0s tumores malignos crescem, em sua maioria, mais
rapidamente do que as lesdes benignas. O crescimento dos canceres é
acompanhado de infiltracdo progressiva, invasdo e destruicdo do tecido circundante,
além disso, os tumores malignos de crescimento lento podem desenvolver capsula
fibrosa [29].

A maior parte dos tumores primarios que aprecem nos humanos séo benignos,
portanto inofensivos a ndo ser que a expansao desses tumores gera uma pressao
em um oOrgado ou tecido. Além disso, os tumores benignos também podem liberar
altos niveis de hormdnio levando ao desequilibrio fisiolégico do organismo.

Os epitélios semeiam os tipos de canceres humanos mais comuns chamados
de carcinomas, que sao responsaveis por 80% dos Obitos por cancer no mundo
ocidental. Os carcinomas englobam os tumores que se desenvolvem a partir das
camadas celulares epiteliais do trato gastrointestinal (boca, es6fago, intestino
delgado e grosso, pele, glandulas mamaérias, pancreas, pulméo, figado, ovério,
vesicula biliar e bexiga) [30].

Todos os tumores tém dois componentes; proliferacdo de células neoplasicas

e 0 suporte de estroma que € composto de tecido conjuntivo e vasos sanguineos.
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A anaplasia é caracterizada por alteracdes morfologicas e funcionais: células e
ndacleos apresentando pleomorfismo (variagdo de tamanho e forma); nucleos
hipercrométicos (grande quantidade de DNA, portanto coloragdo escura); nucleos
desproporcionalmente grandes em relacdo as células, sendo a relagdo nucleo-
citoplasma 1:1 sendo o normal 1:4 ou 1:6; além da presenca de grandes nucléolos
dentro dos ndcleos. O nimero de mitoses ndo determina malignidade e/ou se o
tecido € neoplasico. Além das anormalidades citolégicas descritas, a orientacdo das
células anapléasicas encontra-se alteradas crescendo de modo anéarquico e
desorganizado. Tumores anaplasicos sdo escassos de suprimento sanguineo,
portanto grandes areas apresentam isquemia [29].

Tecido displasico, ou seja, levemente mais anormal em relacdo a citologia, ou
seja, com alteracgdes citoldégicas como a variabilidade no tamanho e forma do nucleo,
aumento de coloracdo dos nucleos por corantes, aumento da relagcdo do tamanho do
ndcleo comparado ao citoplasma, aumento da atividade mitdtica e perda de
caracteristicas citoplasmaticas relacionadas as células diferenciadas do tecido
normal. A displasia € um estado transitério entre crescimentos completamente
benignos e aqueles pré-malignos [30].

A metaplasia um tipo de camada de células normais € substituido por células
de outro tipo, geralmente ndo encontradas nesse tecido. Essas células mesmo
encontrando-se em locais errdneos, podem parecer normais a microscopia.

As metastases sao crescimentos tumorais descontinuos comparados ao tumor
primario, as neoplasias benignas ndo causam metéstase. A disseminacao se da por
vasos sanguineos, linfaticos e cavidades corporais (a cavidade peritoneal é a mais
afetada embora outras como a pleura, pericardia, subaracnodide e espaco articular
possam ser 0 sitio de implantagéo) [29].

A grande maioria dos canceres tem seu risco associado diretamente ao
ambiente fisico e também ao estilo de vida de cada individuo.

No passado, os tumores de determinados fenotipos surgiam de células
normais. Recentemente, indicacdes levam a crer que a maioria dos tumores aparece
a partir de células imaturas que podem transformar e adquirir caracteristicas

fenotipicas semelhantes as de um ou mais tipos de células normais.
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O grau de malignidade é uma avaliacdo qualitativa da diferenciacdo do tumor
em comparagdo com o tecido normal, num local especifico, o sistema de
classificagcdo proporciona uma medida do grau de malignidade. Em geral, um sistema
de trés graus: Grau | - bem diferenciado, Grau II- moderadamente diferenciado e
Grau IIl — pouco diferenciado.

Estadiamento do cancer depende do tamanho do tumor priméario, a sua
extensdo para o0s ndédulos linfaticos regionais, e a presenca ou auséncia de
metastases. O sistema TNM é uma expressao da extensdo anatdbmica da doenca e
baseia-se na avaliacdo de trés componentes: T - grau de tumor primario, N -
auséncia ou presenca e a extensdo da metastase linfonodo regional e M - auséncia

ou presenca de metastases a distancia.

1.9 Cancer de Préstata

No Brasil, o cancer de préstata € a segunda principal causa de morte por
cancer entre os homens, perdendo apenas para o cancer de pulmdo. Nos Estados
Unidos o cancer de prostata perde para o cancer de pulméao e colorretal. A taxa de
mortalidade vem caindo devido ao diagndstico precoce [29].

Carcinomas de prostata sdo a segunda maior causa de morte por cancer,
além de ser a mais comum em homens. Acomete mais homens ap6s os 50 anos de
idade, dentre os fatores de risco encontra-se a idade, raca, historia familiar, niveis
hormonais e as influéncias ambientais.

Os motivos deste crescimento ndo s&o muito claros, entretanto dentre alguns
fatores contribuintes estdo: o aumento da longevidade da populagdo, maior
conscientizagdo da doenca por pacientes e médicos, melhores técnicas diagndésticas
como antigeno especifico prostatico (PSA), ultra-sonografia tranretal (TRUS) e
dispositivos para biopsia, além disso o aumento dos procedimentos de triagem [31].

A prostata no adulto normal pesa 20g. E um 6rgdo retroperitoneal que
circunda o colo da bexiga e uretra e possui uma capsula nitida. No adulto, o

parénquima prostatico é dividido em quatro zonas biologicamente e anatomicamente
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distintas: periférica/periuretral, central e transicional. A maioria das hiperplasias
nasce nas zonas transicional e periuretral, j& os carcinomas originam-se na zona

periférica, mostradas na Figura 8 [29].

Estroma
ibromuscular
anterior

Zona periuretral

Uretra
distal

Figura 8: Divisdo do parénquima prostatico [29].

Os homens mais velhos apresentam um crescimento continuo da parte da
uretra perto da prostata, chamado de hiperplasia prostatica benigna (HPB),
dificultando a passagem da urina. A préstata € composta por varios tipos de células,
mas a maioria dos canceres de préstata sdo adenocarcinomas, provenientes de
células que produzem o liquido seminal. Na maioria dos casos, seu desenvolvimento
é lento, mas existem casos em que ha um rapido crescimento.

Os processos patolégicos que afetam a glandula prostatica com frequéncia
sdo trés: inflamacdo, aumento nodular benigno e tumores. O aumento nodular
benigno aparece com frequéncia em pacientes idosos, é quase considerada uma

patologia do envelhecimento [29].
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Os processos inflamatérios da prostata, conhecido por prostatite pode ser
bacteriana aguda e crénica ou abacteriana cronica.

Hiperplasia/Hipertrofia Prostatica Benigna € comum em homens acima de 50
anos de idade, caracterizada pela hiperplasia das células epiteliais e do estroma da
préstata, portanto formando noédulos grandes na regido periuretral da préstata. Esses
nédulos, quando muito grandes, comprimem o canal uretral causando obstrucao
parcial ou total da uretra. O aumento prostatico esta relacionado a acdo dos
androgénios, a diidrotestosterona (DHT) € um metabdlito da testosterona, sintetizado
na prostata e mediador final do crescimento prostético [29].

As células epiteliais neoplasicas, assim como as ceélulas normais possuem
receptores androgénicos, portanto respondem a esses hormonios, 0 que né&o
acontece com 0s niveis ou metabolismo da testosterona. Lembrando que esses
receptores androgénicos sdo essenciais para a manutencao do epitélio prostatico. O
tecido neopléasico é firme e arenoso, porém quando misturado a substancia prostatica,
torna-se dificil de visualizar, portanto é mais evidente a palpacéo [29].

A disseminacao do cancer de préstata ocorre por invasao local direta, corrente
sanguinea e linfatica. Extensao local envolve vesiculas seminais e a base da bexiga
urinaria, obstruindo a uretra. S&o observados a presenca de metastases ésseas
osteoliticas ou osteoblasticas, acometimento das vértebras lombares, fémur proximal,
pelve, vértebras toracicas e costelas. A disseminacao linfatica ocorre para os nodos
obturadores (secundario), nodos perivesicais, hipogastricos, iliaco interno (primario)
e iliaco externo (terciario), pré-sacrais (quaternarios) e para-aorticos. O primario,
secundario, terciario e quartenario sdo as principais vias de disseminacao linfatica.
Histologicamente a maioria € adenocarcinoma com padrdes glandulares bem
definidos [29].

A classificacdo em graus e estagios do cancer de prostata é feita por varios
sistemas, mas o mais conhecido € o Gleason. Segundo o sistema de Gleason os
canceres prostaticos sdo estratificados em cinco graus baseados nos padrées
glandulares e grau de diferenciacédo identificado em pequeno aumento. Grau 1 séo
0os tumores mais bem diferenciados, as glandulas neoplasicas sdo de aparéncia

uniforme e redonda e acondicionadas em ndédulos bem circunscritos. Os tumores
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grau 5 ndo mostram diferenciacdo glandular e as células tumorais infiltram o estroma
na forma de corddo, massas e ninhos. Os valores de Gleason 7-10 sao para tumores
indiferenciados. Os outros graus estdo dentro desses extremos. A maioria dos
tumores contém mais de um padrdo, portanto atribui-se um grau primario ao padréao
dominante e um grau secundario ao padrdo subdominante. Os dois graus numeéricos
sdo somados para obter um grau ou escore de Gleason combinado. A graduacéo é
importante no cancer de prostata devido a boa correlacdo entre o prognéstico e o
grau de diferenciacao [32].

O PSA é uma glicoproteina expressa tanto pelo tecido normal quanto pelo
tecido maligno da préstata. Mede-se o PSA no soro; uma concentracdo acima 4
ng/mL é considerado anormal na maioria dos casos, embora um ajuste para a idade
do paciente & geralmente considerado. PSA é o marcador mais importante para a
deteccdo precoce do tumor, estadiamento e acompanhamento de homens com
cancer de préstata, porém ndo € determinante no fechamento do diagndstico,
necessitando exames complementares. Na terapia com radiagdo, niveis iniciais mais
baixos de PSA e menor escore de Gleason sdo, ambos associados, com a melhor
sobrevida livre da doenca [32].

O diagnostico, geralmente, ocorre com a dosagem sérica do antigeno
prostéatico especifico (PSA), além disso, por bidpsia orientada pela ultra-sonografia.

O diagndéstico € o exame retal digital, devido a localizagdo posterior da maioria
dos tumores, a ultra-sonografia transretal € um adjuvante para a deteccao precoce e
avaliacdo da disseminacdo local. Uma bidpsia transretal ou transperitoneal é
fundamental para a confirmacédo do diagnostico. O envolvimento dos linfonodos pode
ser observado por tomografia computadorizada ou ressonancia magnética. As
metastases microscopicas podem passar desapercebidas nas técnicas de imagem
citadas anteriormente, portanto uma linfadenectomia pélvica pode ser indicada como
procedimento de estadiamento e, se esses estiverem acometidos ndo € indicada a
prostatectomia radical. As metastases Osseas podem ser detectadas pela
cintilografia 6ssea.

Dentre os diagndésticos encontram-se também os marcadores bioguimicos, a

fosfatase acida prostéatica (secretada pelo sémen) e o PSA, ambos sdo produzidos
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pelo epitélio normal e neoplasico. Os homens normais apresentam pouca quantidade
de PSA circulante (4 ng/mL), o seu aumento pode estar associado ao cancer
localizado e avancado (representa 80% dos casos), entretanto entre 20 e 30% dos
pacientes com hiperplasia ou prostatite apresentam aumento nos niveis de PSA. A
avaliacdo do PSA é feita avaliando o PSA sérico, o volume prostatico, a variacdo do
PSA ao longo do tempo, faixas de referéncia especifica da idade e a propor¢cao de
PSA livre para o ligado no soro. O PSA tem sua importancia, por exemplo, em casos
de prostatectomia radical, onde o alto nivel de PSA determina disseminacdo da
doenca, além disso, também apresenta funcdo importante na avaliacdo apdés
tratamento [29].

O estadiamento do tumor, dos nédulos e das metatases (TNM), para tumores
locais, € indicado por numerais romanos | a IV. Atualmente o teste € baseado no
sistema de tumor-nédulo-metastase (TNM), T1 sdo tumores diagnosticados
incidentalmente, na maioria dos casos por triagem com PSA. T2 s&o tumores que
ficam dentro da capsula da prostata. T3 sdo tumores que se estendem através da
capsula ou para as vesiculas seminais. T4 tumores que se espalharam para um
orgao adjacente [32].

O tratamento ideal teria que ser efetivo, bem tolerado, conveniente, com o
menor impacto na qualidade de vida do paciente, contengcédo de custos e ter custo-
beneficio (custo/ano salvo de vida) [31].

O tratamento € cirargico ou através de radioterapia ou braquiterapia. Caso nao
haja envolvimento linfonodal ou metastases, é indicada a prostatectomia radical. O
estagio do tumor, a idade do paciente e as condi¢bes clinicas do mesmo véao
determinar a sequéncia do tratamento.

Os céanceres de prostata, geralmente, apresentam de 10-25% de progressao
nos pacientes em um periodo de 10 anos e raramente avanca significativamente em
5 anos. E um cancer que geralmente cresce e se espalha muito lentamente [31].

A prostatectomia radical, quando realizada em homens com cancer de
prostata localizado e uma expectativa de vida de 15 anos ou mais, € considerado um
tratamento aceitavel. O beneficio refere-se a extensdo da doenca no momento da

detecgcao. Geralmente, mais de 70% dos casos permanecerdo tumor-free entre 7 a
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10 anos. Para tumores de estagio T2, a probabilidade de permanecer livre de
progressao (com base em determinacdes de PSA) pode ser tdo elevada como 90%
em pacientes sem margens positivas [31].

As Diretrizes da Sociedade do Cancer recomendam o PSA e toque retal (DRE)
sendo realizados anualmente em homens de 50 anos de idade, além de informacgdes

sobre os riscos e beneficios da triagem [31].
1.9.1 Diagnostico do cancer de préstata

A funcdo da imagem no cancer de prostata deve incluir diagnostico,
localizacdo e caracterizacdo do tumor primario, determinacdo de disseminacao
extracapsular, orientacdo e avaliagcdo de linfonodos loco-regionais, a detecgdo da
doenca localmente recorrente e metastatico em recidiva [23].

O estadiamento T-inicial, ultra-sonografia transretal e ressonancia magnética
tornaram-se o0s estudos de imagem estabelecidos em muitas instituicbes. A
ressonancia magnética mostra a anatomia interna da prostata, margens da prostata
e a extensdo dos tumores prostaticos com mais detalhes do que a tomografia
computadorizada.

O '8F-FDG sofre eliminacéo renal, afetando a visualizagéo de lesdes em area
pélvica devido ao mascaramento causado pelas concentracdes fisiologicas. A
captacdo também pode ser afetada pela ablacdo de androgeno em pacientes sob
terapia hormonal.

O céancer de prostata apresenta baixo crescimento e baixa atividade
metabdlica dependente de glicose, isso explica porque ndo é eficiente utilizar a
técnica PET/CT com o radiofarmaco *®F-FDG na localizagéo de pequenos focos de
atividade. Este exame ndo é recomendado para diagnostico de tumor primario.

A captacdo de ®F-FDG é maior em tumores primarios pouco diferenciados
(Gleason total > 7) e maiores valores de PSA do que em tumores com menor valor
de Gleason [23].

A transformacdo maligna das células estd associada com a indugdo da

atividade da enzima colina-quinase que resulta em niveis aumentados de
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fosforilcolina. Além disso, os tumores de proliferacdo rapida contém grandes
quantidades de fosfolipidios, particularmente lecitina. A formacédo e o acumulo de
fosfolipidios da membrana € coordenado pelo ciclo celular e ocorre durante a fase S.
As células com muito acumulo de colina ndo podem sintetizar lecitina, resultando
parada do ciclo celular na fase G1. Portanto a captacdo de colina radiomarcada
reflete a atividade proliferativa pela estimativa de sintese lipidica. As células tumorais
com elevada taxa de proliferacéo terdo a captacao elevada de colina para manterem-
se crescentes para a sintese de fosfolipidios [18]. Sendo assim, baseado nesse
principio, existe o radiofarmaco **F-FCH (fluorocolina).

O radiofarmaco ®F-FCH tem seus estudos voltados para a evolucdo do
cancer de prostata, detectando doenca recorrente, entretanto apresenta valores
limites para T (tumor) e N (nédulo). E um exame adequado com a capacidade de
excluir metastases distantes [33].

O ®F-FCH é excelente para discriminar tumor de tecido normal em cérebro,
além de distinguir pela sua captacdo gliomas de alto-grau, metastases e lesdes
benignas. Diferencia, também, local tumoral recorrente de injuria induzida por
radiacdo. Apresenta grau de moderado a elevado de captacéo fisiologica em tecido
normal hepético [33].

O '®F-FCH apresenta excrecdo renal diferente da colina marcada com *'C.
Estudos observaram captacéo prostatica, 6ssea, abdominal e em linfonodos pélvicos.
PET/CT verdadeiro-positivo em pacientes com niveis séricos de PSA > 4ng/mL, além
disso 46 de 100 pacientes com baixos niveis de PSA ndo apresentaram captagéo de
fluorocolina. Sendo assim, ndo se mostrou impactante em pacientes com cancer de
prostata recorrente até que o nivel de PSA aumente acima de 4 ng/mL, entretanto o
radiofarmaco pode ser utilizado para avaliar metastases a distancia mesmo que seja
inicial [34].

O crescente actimulo de ®F-FCH no esqueleto, em imagens de PET tardias, é
altamente preditivo de metastases Osseas, no entanto, a terapia hormonal pode

aumentar a dificuldade de interpretar a captacao [34].
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O ®F-FCH quando utilizado para descobrir metastases 6sseas no cancer de
préstata apresenta sensibilidade de 79%, especificidade de 97% e 84% de precisao
[34].

O radiofarmaco *'C-Metionina também utilizado no cancer de préstata, com
metabolizacdo hepatica e pancreatica e pouca excrecdo renal, facilitando a
observacdo da evolucdo da glandula prostatica e de outras estruturas pélvicas.
Apresenta clearance sanguineo mais rapido do que o *®F-FDG. Em um estudo
apresentou SUV de 3,37 + 0,77 para o **F-FDG e SUV de 6,02 + 2,1 para captacio
com *'C-Metionina [35]. O grande problema é a baixa meia-vida fisica do 'C,
dificultando a utilizacdo deste radiofarmaco na pratica clinica.

Outro radiofarmaco de interesse é o derivado de amino acido anti-1-amino-3-
8F_fluorocyclobutil-1-acido  carboxilico  (anti-**F-FACBC),sugerido como  um
diferenciador de carcinoma de prostata e hipertrofia benigna prostatica em modelos
animais. Geralmente tecidos benignos prostaticos e prostatites apresentam baixa
captacdo comparados a malignidade [35].

O aminoacido marcado com flior, **F-FACBC (anti-1-amino-3-[*®F] fluorociclo-
butano-1-acido carboxilico), € sintético e ndo-metabolizavel. Apresenta absorcao
celular, tanto através do transportador do tipo L e os transportadores dependentes de
energia do tipo A, levando ao seu acumulo intracelular e retencdo de altas
concentragdes. Os estudos clinicos recentes demonstraram potencial clinico tanto
para deteccdo primaria quanto para deteccao metastatica de carcinoma de prostata e
também tumor primario cerebral. A sua comercializacdo é pela Ge Healthcare,
conhecido como fluciclovine/Gel48, porém foi desenvolvido inicialmente pelo
Dr.Goodwin e colaboradores na Universidade Emory, Geérgia. Estudos recentes com
83 pacientes com cancer de prostata obtiveram acuracia de 96% na deteccdo do
tumor [17].

Existem os radiofdrmacos baseados nos receptores androgenos como 16[3-
[*®F]fluoro-5a-dihidrotestosterona (**F-DHT) que apresentam rapida localizacéo
tumoral com retencdo prolongada na imagem tardia. Na deteccéo da doenca, o *°F-
DHT foi positivo em 46 de 59 pacientes, ja 0 mesmo estudo com *®F-FDG apresentou

57 casos positivos de 59 pacientes avaliados. O SUVna de 5,28 para ®F-DHT e
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SUVmax de 5,22 para '®F-FDG. Apresenta diminuicdo da captacdo no caso de
pacientes tratados [35]. Este radiofarmaco necessita de maiores estudos antes de
sua recomendacao clinica.

O cancer de préstata apresenta um aumento da glicélise, freqlientemente, em
fases tardias da doenca. No entanto, varios estudos tém mostrado que o
metabolismo lipidico € aumentado, mesmo nos estagios iniciais da doenga [21].

O acetato marcado com **C (*!C —Ace) é outro radiofarmaco PET, estudos
demonstram maior valor na avaliagdo de evolucdo de metastases do que na
deteccao de tumor primério de prostata, inclusive achados ocultos pelo radiofarmaco
¥F-FDG.

A absorcdo de 'C-Ace, sob condicdes anaerébicas, foi também aumentada
em androgeno-dependente, mas nado-independente, ao passo que colina teve sua
captacao reduzida em todas as linhas celulares. Em condi¢des aerdbicas a captacao
de '®F-FCH foi maior do que de 'C-Ace, que foi ainda mais de cinco vezes maior do
que a de ®F-FDG. Deplecdo androgénica resultou em baixa captacdo de todos os
trés marcadores [21].

O ®F-FDG pode ser (til em pacientes que tém cancer de préstata avancado
metastatico cuja, lesdes sdo susceptiveis de hipoxia e, portanto exibem um fenétipo
glicolitico; *C-Ace ou C/*®F-FCH podem ser (teis para detectar precocemente,
doencas “bem oxigenadas”. Os trés radiofarmacos podem ser limitados na sua
sensibilidade para a deteccdo de céancer de préstata em pacientes submetidos a
tratamentos anti-androgénico [21].

A deteccdo primaria do cancer de prostata com *'C-Ace é limitada, portanto
sugere que C-Ace ndo pode ser proposto para rastrear o cancer de préstata (por
causa dos niveis de captacdo pouco diferenciados do radiofarmaco nos casos de
cancer, hiperplasia e tecido normal prostatico). No entanto, estudos mostram que a
captacdo visivel e mensuravel de 'C-Ace, através do valor do SUV no tecido da
prostata, o torna util para detectar recorréncia do cancer de préstata, sendo assim a
especificidade do radiofarmaco é menos relevante [21].

A biodistribuicdo de *C e '®F-FAc sdo diferentes, exemplo o **C tem menor

atividade no sangue do que o fluorado anédlogo. No entanto a absorcéo de °F-FAc
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no tumor foi cinco vezes maior que a do 'C-Ace, apés 30 minutos da injeccdo
intravenosa [21].

A Tabela 3 apresenta um quadro comparativo entre os radiofarmacos PET
utilizados no cancer de préstata, onde os sinais representam: (-) sem utilidade, (+)

com utilidade e () utilidade variavel de acordo com o caso.

Tabela 3: Radiofarmacos PET no Céancer de Préstata [35].

Molécula | Radiotragador Via metabdlica  Sem Doencga PSA Doencga

cancer | Localizada elevado Metastéatica

Glicdlise,
Glicose atividade da

hexoquinase

Sintese Lipidica

Acetato

Sintese

Colina Fosfolipidica

Transportador de

Metionina amino-acido

Densidade de
DHT receptor

andrégeno

1.10 Cancer de Mama

A mama é constituida por estruturas produtoras de leite (I6bulos), ductos, que
sdo pequenos canais que ligam os lobulos ao mamilo; gordura, tecido conjuntivo,

vasos sanguineos e vasos linfaticos, observados na Figura 9.
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Figura 9: Estrutura do tecido mamario [36].

Os vasos linfaticos transportam linfa, um liquido formado por gordura,
proteinas e células de defesa. Dentro dos vasos linfaticos existem os linfonodos que
armazenam glébulos brancos conhecidos por linfocitos. No caso das mamas, em
especial, a maioria dos vasos linfaticos leva para os ganglios linfaticos da regido
axilar. As células cancerigenas podem atingir os ganglios linfaticos axilares,
aumentando a probabilidade da doenca se espalhar para outros 6rgaos.

A maioria dos canceres de mama comeca nos ductos (carcinomas ductais),
alguns tém inicio nos l6bulos (carcinoma lobular) e os demais nos outros tecidos.

Os canceres tém uma variedade de mutacdes genéticas que manifestam-se
como variagbes fenotipicas do tecido normal. O fluxo sanguineo do tumor e
vascularizacdo muitas vezes diferem dos tecidos normais. No cancer de mama
estdo, frequentemente, o aumento dos niveis do metabolismo da glicose, o
transporte de aminoacidos, a sintese de proteina, a expressado do receptor (como
receptor de fator de crescimento epidérmico e receptor de estrogénio), as taxas de
DNA sintéticos e reducéo de Po, versus os tecidos normais [20].

O céncer de mama tem como causa alteracbes genéticas que podem ser

estimuladas por fatores ambientais como uso de hormdénios sintéticos em reposicao
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hormonal, tabagismo, menarca (primeira menstruacdo) em idade muito jovem,
menopausa em idade mais tardia, menor nimero de gravidez ou gravidez em idade
tardia, ingestdo de bebida alcodlica, excesso de peso, além de fatores genéticos.

Dentro dos fatores genéticos encontram-se as mutagcbes na linhagem
germinativa em BRCA 1 e BRCA 2 (supressores tumorais), P53, num locus do
cromossoma 10q na sindrome de Cowden e no gene ATM (ataxia-telangiectasia) sdo
0S responsaveis pela maioria dos casos de cancer de mama familiar de heranca
autossomica [29].

O cancer de mama apresenta Vvarios tipos:

» Carcinoma ductal in situ (CDIS)- consiste em um cancer de mama em fase
inicial, que a principio, ndo teria capacidade de desenvolver metastase.
Representa quase a metade dos canceres diagnosticados pela mamografia.
Caracterizado por células malignas incapazes de invadir a membrana basal,
portanto ndo produzindo metastases distantes. Contudo, essas células podem
disseminar através de um ducto gerando lesfes extensas e comprometendo
um setor inteiro da mama [29].

» Carcinoma ductal invasivo — este inclui a maioria dos carcinomas, variando
entre 70 e 80%. Aumento do estroma de tecido fibroso denso. Formacao de
nodulos bem delimitados com diametro de 1 a 2 cm. A palpacdo revela
aderéncia infiltrativa as estruturas adjacentes com fixacdo a parede toracica,
enrugamento da pele e retragdao do mamilo. Evidente invasao dos espacos
linfaticos e perineurais. A auséncia de receptores hormonais varia com o grau,
ocorrendo em mais da metade dos tumores pouco diferenciados e em menos
da metade dos bem diferenciados. Metastatiza [29].

» Carcinoma lobular invasivo - constitui 5-10% dos carcinomas de mama,
sendo o0 segundo tipo mais comum. Algumas caracteristicas sao relevantes
neste caso, dentre elas: multicéntricos na mesma mama; metastatizam
freqientemente para o liquido cefalorraquidiano, superficies serosas, ovario e
Utero e medula 0ssea; tendem a serem bilaterais; padrao difusamente invasivo
dificultando a detecgédo dos tumores primarios e das metastases por estudos

fisicos ou radiolégicos [29].
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As lesdes mamarias podem predispor um cancer de mama, dentres elas estdo:
Carcinoma Lobular in situ ou Neoplasia Lobular, Hiperplasia ductal atipica,
Hiperplasia lobular atipica.

A metastase no cancer de mama ocorre por via linfatica, em todas as direcdes:
lateralmente para axila, superiormente para os linfonodos acima da clavicula e no
pescoco; para a outra mama; inferiormente para linfonodos abdominais e para
visceras; profundo para o térax e ao longo das artérias mamarias internas. Contudo,
mais comumente essa disseminacdo ocorre para os linfonodos axilares e ao longo
da mamaria interna. A disseminacdo também pode ocorrer via corrente sanguinea,
sendo nomeada de metéstase a distancia, dentre os locais podem ser citados 0s
pulmdes, ossos, figado, supre-renais, cérebro e meninges. A disseminagdo varia
com a localizacdo original do tumor, um exemplo sdo os tumores maiores presente
nos quadrantes externos que em cerca de 50% migram para os linfonodos axilares,
ja os tumores que surgem nos quandrantes internos ou centro da mama apresentam
uma porcentagem de migracéo para os linfonodos axilares de 25% [29].

O carcinoma de mama no homem é um caso raro menor do que 1:100. Os
fatores de risco sdo semelhantes aos femininos, além disso, a reducédo da funcéo
testicular que, por exemplo, ocorre na sindrome de Klinefelter, aumenta o risco do
cancer de prostata devido a alteracdes hormonais. O cancer de mama masculino
esta relacionado ao gene BRCA 2 em algumas familias, porém néo relacionado ao
BRCA 1. Os CDIS séo raramente encontrados nos homens, além disso 0s canceres
de mama masculino possuem maior probabilidade de apresentarem receptores de
estrogénio. O fato do homem apresentar tecido mamario escasso, faz com que a
neoplasia maligna infiltre rapidamente aderindo a pele e a parede toracica subjacente.
A disseminacdo, igualmente nas mulheres, apresenta comprometimento dos
linfonodos axilares na metade dos casos diagnosticados. As metastases distantes

sdo comuns para figado, osso, pulmdes e cérebro.
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1.10.1 Diagndstico do cancer de mama

Alguns estudos demonstram que os nddulos primarios maiores de 2 cm sao
observados em mulheres com radiografia de mamas densas.

A mamografia € o método de escolha para o diagnéstico, e tem alta
sensibilidade, mas baixo valor positivo de malignidade. Neste caso, muitas mulheres
sdo levadas para a bidpsia cirdrgica desnecessariamente. Ela também tem valor
negativo baixo em mamas densas, doenca fibrocistica grave, implantes, e em
mulheres que se submeteram a cirurgia ou radioterapia. A utilizacdo da técnica de
mamografia aumentou a detecgdo de casos carcinoma ductal in situ e de pequenos
tumores invasivos antes de terem um tamanho palpavel. As lesGes nao palpaveis
sdo detectadas através de biopsia com agulha de grande calibre orientada por
mamografia ou colocacdo de um fio no interior da lesdo para orientar a cirurgia. Os
principais sinais radioldgicos observados no carcinoma de mama sdo densidades,
deformacéo arquitetural, calcificacdes e alteracdes com o decorrer do tempo.

A sensibilidade da mamografia para o cancer de mama declina
significativamente com o aumento da densidade da mama, independente da faixa
etaria da mulher. A mamografia digital ttm uma maior sensibilidade para mamas
densas, comparada a mamografia tradicional. A mamografia digital trouxe: dose mais
baixa, maior sensibilidade para mama densa, o aumento da faixa dinamica, detecgao
computadorizada/ diagnostico com copia eletronica de revisdo, arquivamento digital,
técnicas de visualizacdo 3D e reducdo da pressao de compressdo da mama [37].

Outras técnicas de diagnostico, tais como ultra-sonografia e ressonancia
magnética estdo sendo usadas também. A especificidade da ultra-sonografia é
superior & da mamografia, especialmente para distinguir lesGes sdlidas e cisticas. A
ultra-sonografia tem uma maior taxa de deteccdo do que mamografia no caso de
ndédulos mamarios palpaveis, mas ndo é sensivel para excluir o cancer de mama.
Além disso, a acuracia diagnostica da ultra-sonografia € dependente do operador. A
sensibilidade da ressonancia magnética € maior do que 90%, mas a sua

especificidade € menor do que a da mamografia. Varios estudos tém avaliado o
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papel do ®F-FDG/PET para detectar o cancer de mama primario e para diferenciar
doenca benigna de maligna [38].

A ultra-sonografia diferencia, inespecificamente, cistos de tumores soélidos. A
ressonancia magnética é sensivel para detectar tumores através da maior captacao
do contraste uma vez que a vascularizacdo é aumentada no tumor, mas é pouco
especifica.

A cintilografia mamaria utilizando o *™Tc-MIBI, apresenta maior especificidade
do que a ressonancia e boa utilidade em mamas densas, mas possui altos valores de
falso-negativos [39].

Cancer de mama tem uma maior sintese protéica, super-expressao do
receptor (como receptor fator de crescimento epidérmico e receptor de estrogénio),
aumento dos niveis de metabolismo da glicose e aumento das taxas de sintese de
DNA, além disso existe a expressao do transporte facilitador de glicose (GLUT1) que
esta associada ao uso de ¥F-FDG no diagnéstico PET [20].

O PET/CT com *®F-FDG ¢é utilizado, em casos de cancer de mama, no
estadiamento e no monitoramento terapéutico, mas dependendo do caso e bastante
recomendado em casos de recorréncia do mesmo.

Nos casos de céancer de mama recorrente, o PET/CT apresentou uma
precisédo de 90%, em comparacdo com 79% de PET sozinho. A sensibilidade do *®F-
FDG-PET/CT é limitada para deteccdo de metastases osteoblasticas, em pacientes
com cancer de mama e de prostata [40].

No estadiamento de carcinoma de mama precoce, as vantagens da ‘°F-FDG-
PET/CT estdo voltadas para a deteccdo de metastases a distancia, capacidade de
detectar maméria interna e metastases linfonodais do mediastino, além da
monitoracdo terapéutica [3].No caso do estadiamento a técnica PET/CT com *2F-
FDG néo pode ser substituida pela técnica convencional de corpo inteiro.

Entretanto, a sensibilidade atinge 90% com uma taxa de falsos positivos de
11% para a deteccdo de recorréncia de cancer da mama e metastases, levando a

indicacdo de PET/CT no cancer da mama [4].
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A captacdo de '®F-FDG in vitro e in vivo nos canceres da mama diminui com o
aumento dos niveis de glicose, portanto o PET deve ser realizado em jejum.

Aumentos na captacdo de '8F-FDG sdo associados com a progressdo da
doenca, enquanto que declinios de *®F-FDG s&o freqlientemente, mas nem sempre,
associados com doenca estavel ou resolvida.

As lesdes benignas geralmente apresentam menor absorcéo de ®F-FDG do
que o cancer, embora sdo lesdes menos comprovadas. Através destas séries, 0s
valores padronizados de captagdo (SUV) de canceres variaram de 2,0 a 5 em
comparagdo com um SUV de 1 para as lesdes benignas. Condic¢des infecciosas ou
inflamatérias podem levar a resultados falso-positivo, como as mudancas poés-
operatérias. Alguns trabalhos determinam que o '®F-FDG tem maior captacdo
alvo/background do que **"Tc-Sestamibi (6/1 vs 3,5/1).

O ®F-FDG-PET apresenta sensibilidade para metastase de 94% em pacientes
com les&o primaria > 2cm.

A técnica '®F-FDG- PET/CT ndo se aplica para diagnéstico inicial, triagem ou
avaliacdo de envolvimento axilar. As micro-metastases podem néo ser detectadas,
assim a técnica do linfonodo sentinela é mais Util para o estadiamento. Essa técnica
nao permite determinar a extensdo local da doenca, além de apresentar baixa
sensibilidade em casos de céncer lobular.

Outros radiofarmacos estéo surgindo, dentre eles os baseados em receptores
tumorais, exemplo receptores de esterdides. O radiofarmaco mais bem sucedido até
0 momento em relacdo ao cancer de mama é o [**F]fluoro-17p-estradiol (FES),
apresentando alta atividade especifica, ou seja, boas imagens sendo adquiridas com
injecdes de menos de 5 pg do FES. Apresenta boa captacao nos casos de cancer de
mama primarios e metastaticos [41].

Alguns outros radiofarmacos estdo baseados no reconhecimento imunolégico
para a imagem, exemplo é o HER2 (ErbB2), onde sua expressao é um indicador de
prognostico em cancer de mama e um alvo para a terapia. Estudos utilizando
trastuzumab marcado com **!| ou *!In demonstraram a capacidade para a imagem
de expressédo tumoral de HER2 em tecido tumoral e normal, e para medir a acumulo

de trastuzumab, embora tenha havido alguma controvérsia sobre o significado de
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absorcdo em tecidos normais propensos a toxicidade do trastuzumabe, como o
coracdo. Estudos iniciais em pacientes indicam que a expressao de HER2, em
imagens, utilizando a técnica PET/CT com o radiofarmaco 2°Zr-trastuzumabe pode
ser promissora [41].

Outros radiofarmacos sdo os anélogos da timidina, como o ®F-FLT
(fluorotimidina) que estudos demonstram avaliacdo precoce no cancer de mama,
entretanto ainda sob pesquisa.

Atualmente, o diagnostico de cancer de mama primario € principalmente com
base em mamografia, no entanto, esta técnica tem uma baixa especificidade e
sensibilidade, um valor limitado para distinguir lesbes benignas de malignas, e &
limitado na deteccdo de cancer em mulheres radiologicamente com mamas densas
[38].

A mamografia por emissdo de positrons (PEM) é a “nova” tecnologia que
permite imagens especificas para a mama. Quando comparado com o PET
convencional e PET/CT, o PEM tem melhor resolucédo espacial (W 1,5 mm), requer
uma menor dose do radiofarmaco (3-5 mCi), e tem um menor tempo de aquisi¢cao (2-
4 minutos) e menor custo. PEM tem algumas vantagens sobre a ressonancia
magneética, podendo ser Util em pacientes que apresentam lesdes na mama posterior
e para distinguir necrose de gordura a partir do cancer de mama. Esta técnica esta
agora sendo investigada com ensaios clinicos em varios locais, inclusive no Hospital
AC-Camargo, para determinar a sua sensibilidade e especificidade. A revisdo da
literatura mostra que alguns estudos iniciais relataram uma sensibilidade superior a
80% e uma especificidade maior do que 92% na populacdo em geral. O PET/CT com
18F_FDG apresentou acuracia semelhante & ressonancia magnética para a deteccgéo
de lesdes de cancer de mama. Embora as imagens de ressonancia magnética
apresentarem maior precisao para avaliacdo da fase de T do tumor, o PET/CT com
8F.FDG parece capaz de definir com mais preciséo o local da lesdo. Concluindo a
técnica PEM pode ter um papel importante no diagnostico inicial do cancer de mama,
devido a melhor resolucdo espacial, além da sua associacdo com um radiofarmaco

de alta especificidade, como o fluoroacetato é proposto [38].
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Estudos que comprovem a eficacia das novas técnicas de imagem e
radiofarmacos especificos fizeram-se necesséarios com a evolucao das técnicas PET.
Entretanto até a concluséo destes estudos, a mamografia continua a sendo o método
padrdo para a deteccdo de cancer da mama. Baseado nas propriedades funcionais
do tumor, a tomografia por emissao de positrdes (PET) ndo € limitada por que
recobre a densidade do parénquima ou implantes. Além disso, o PET tem o potencial
para descrever alteracdes funcionais no metabolismo do tumor.

O desenvolvimento de um método de producéo do ‘®F-FAc, para ser aplicado
no diagnéstico precoce de tumores de mama e préstata, uma vez que as técnicas
convencionais apresentam suas limitagbes, € de interesse direto da classe nuclear
brasileira. Em particular o IPEN assinou um convénio com o Hospital AC-Camargo
de S&o Paulo cujo objeto € a produgéo deste importante radiofarmaco e seu estudo
clinico.

Estudos de aplicagdo do fluoroacetato no cancer de mama ndo sao
encontrados em literatura. O radiofarmaco *®F-FAc tem sua idéia inicial de aplicacdo
no diagnéstico de tumor primario de mama vinda da unido entre Hospital AC-
Camargo e o Instituto MD Anderson no Texas.

Existe uma caréncia em estudos de aplicacdo do radiofarmaco ®F-FAc,
portanto estudos de casos clinicos em PET/CT e PET/Mamografo sdo necessarios
para definir a melhor utilizacdo do radiofarmaco proposto neste trabalho. Além disso,
o surgimento do PET/Mamdégrafo proporciona uma melhor resolugdo da imagem,
facilitando a deteccdo do tumor primario de mama que, associado ao radiofarmaco
18F_FAc, podera aumentar a sensibilidade e a especificidade do diagnéstico, uma vez

que este radiofarmaco tem maior avidez pelo cancer de mama do que o **F-FDG.
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CAPITULO 2

2.1 OBJETIVOS

O presente trabalho tem o objetivo de estudar o método de marcagdo do
radiofarmaco emissor de pésitrons (*¥F-FAc) e avalia-lo frente aos seus controles de
qualidade baseando-se nos controles do ®F-FDG descritos nas Farmacopéias
Americana e Européia. O ®F-FAc sera utilizado pela medicina nuclear através da

técnica PET/CT com o proposito de detectar tumor primario de mama e de préstata.

2.2 JUSTIFICATIVA

A Diretoria de Radiofarmacia (DIRF) do IPEN tem como missédo a producéo e
distribuicdo de radiofarmacos para uso em Medicina Nuclear. A técnica diagndstica
PET tem trazido uma verdadeira revolucdo em termos de diagnostico precoce de
tumores, utilizando a principio o **F-FDG, cuja producdo e viabilizagdo se iniciaram
no IPEN. Outros radiofarmacos marcados com *°F estdo sendo pesquisados e
desenvolvidos, dentre eles destaca-se o '®F-FAc para diagndstico de cancer de
mama e de prostata, dois tipos de céanceres que apresentam dificuldade no seu
diagndstico precoce pelos métodos convencionais.

Existe um convénio assinado entre o IPEN e o Hospital AC-Camargo de Séo

Paulo cujo objetivo é a producéo deste importante radiofarmaco e seu estudo clinico.
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CAPITULO 3

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Infraestrutura

Foi utilizada a infraestrutura dos laboratérios de pesquisa da DIRF (Diretoria
de Radiofarmécia) do IPEN-CNEN/SP, além dos Ciclotrons Cyclone 30 e 18 da IBA
localizados na Geréncia de Aceleradores Ciclotron da DIRF.

3.2Lista de Reagentes e Materiais

% Acetonitrila (LiChrosolv) 299,9%, Merck.
% Agua miliQ.
% Cloroférmio (EMSURE) 99,0 — 99,4%, Merk
% Fitas de silica gel (TLC-Silica Gel 60) 25 Aluminio 20X20 cm, Merck.
% Etanol (LiChrosolv) = 99,9%, Merck.
¢ Metanol (pro analysis) = 99,9%, Merck.
% Padréo de 50ug.mL™* de kryptofix.
¢ Padrédo multi-elementar da Merck, para o ICP-OES.
% Acido orto-fosforico (pro analysis) = 85% , Merck.
% Kit da ABX para marcacéo do *F-FAc:
Acetonitrila para lavagem (7,0mL).
Acido cloridrico 1mol.L™* (3mmL).
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Agua para solugdes injetaveis (250mL +/- 10%).

Cartucho alumina light N.

Cartuchos QMA light.

Cartuchos HLB.

Filtros Millipore.

Hidréxido de sédio 1mol.L™ (2,4mL).

Solugéo de carbonato de hidrogénio e sédio 0,2mol.L™* (5,0mL).

Carbonato de Hidrogénio Tetrabutilaménio (0,075 M), solucdo aquosa
estabilizada com Etanol.

Precursor Acetato de Etil — (p — tosiloxila) 10 mg.

3.3Lista de Equipamentos

Contador Auto-Gama Cobra Il, Packard — Canberra Company.

Cromatografia Liquida de Alta Performance / Pressdo (CLAE/HPLC) usando o
equipamento LC-10 AT VP Shimadzu. A coluna utilizada foi C18 de fase
reversa - Dionex 4,6 x 150mm, 300 Angstron 5.

Cromatografia gasosa realizada em um cromatografo gasoso Shimadzu OO
17AA equipado com um detector de ionizacdo de chama (FID) e um
amostrador automético. Foi utilizada uma coluna J & W DBWAX 30m x
0,25mm.

Espectroscopia de raios gama usando um detector de Germanio modelo
GX1518 hiperpuro (HPGe), acoplado a um sistema analisador multicanal
(Canberra Inc., EUA).

Espectrometria de emissdo Optica equipado com plasma (ICP-OES), Vista —
MPX, Varian.
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3.4 Producdo e Controle de Qualidade do  '°F-FDG.

Antes do desenvolvimento da metodologia de producdo de ®F-FAc foram
realizados os estudos de controle de qualidade (radioquimico e radionuclidico) do
18F_FDG para a validacdo dos mesmos controles no 8F-FAc.

O ion fluoreto foi produzido usando os ciclotrons Cyclone 30 e 18 da IBA
localizado no IPEN-CNEN/SP, pela irradiacdo de agua enriquecida em 80 (com
protons).

Os alvos liquidos, como a 4&agua, devem apresentar as seguintes
caracteristicas para irradiagcdo em ciclotron:

» Utilizar o maior ponto de ebulicdo, para suportar o calor gerado durante a
irradiacao;
» Uso de material enriquecido como alvo, em fungdo da reacdo nuclear de
interesse;
Ser liquido e estavel em temperaturas obtidas antes e durante a irradiacao;
Ser insensivel a radiagdo, quimicamente e fisicamente;

Ser compativel com os materiais usados no aparato de producéo;

YV V V V

Ser comercialmente disponivel e econémico.

O ®F ¢é produzido em ciclotron no IPEN e apresenta os seguintes dados de
producdo: alvo — grande volume, volume irradiado de 2,0 mL, reacéo *20 (p,n) *°F,
sem recuperacao, energia de 18 MeV, corrente de 50 pA, rendimento de 8,51
GBg/pA (230 mCi/pA) e atividade de 240,5 GBq (6500 mCi) em 2 horas de *°F.

A transferéncia do '®F para as células de marcacdo ocorre pelas linhas de

transferéncia, conforme ilustrado na Figura 10.
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Figura 10: Linhas de transferéncia para a célula de marcacéao.

As marcacoes de *®F sdo divididas em dois grupos distintos: fluorinac&o direta,
na qual o radionuclideo *®F ¢ introduzido diretamente para a molécula alvo, em uma
Unica etapa, e fluorinag&o indireta, em que um grupo protético é utilizado.

A fluorinacéo direta pode ser subdividida em duas: eletrofilica e nucleofilica. O
método eletrofilico, usando o reagente [®F]F, é menos favoravel por causa da
marcagéao inespecifica e da baixa atividade especifica dos produtos marcados.

A sintese do ®F-FDG economicamente mais viavel é a que emprega
substituicdo nucleofilica usando a manose triflato como precursor.

A marcacdo do 8F-FDG foi realizada em um moédulo de sintese MXgpg
TRACERIab da GE (Figura 11), utilizando kits adquiridos da ABX. O médulo de
sintese realiza uma série de passos como aquecimento, refrigeracdo, filtracao,
purificacdo, entre outros. Basicamente o ion ¥F é preso em uma coluna de troca
anibnica e eluido com uma solu¢édo contendo bicarbonato e kryptofix. Esta solugéo é
adicionada ao precursor manose triflato. Apés a reacdo o produto € purificado em

colunas adequadas.
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Figura 11: Modulo de marcagéo da GE.

3.4.1 Controle Radioquimico do  *®F-FDG (Fluorodeoxiglicose) e  *®F (Fluoreto)

A pureza radioquimica determina a fracdo de radionuclideo presente na forma
guimica de interesse. Comumente, utilizam-se técnicas cromatograficas em papel,
camada delgada, coluna e CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), além de
técnicas de extracdo de solvente e eletroforese.

No controle radioquimico, amostras de !°F-FDG foram analisadas pela
cromatografia em camada fina de silica gel (TLC-SG). As fitas TLC-SG (1.5 x 12 cm)
foram estudadas em quatro diferentes sistemas de solventes: 100% acetonitrila; 5%
agua: 95% acetonitrila (padronizada pela USP e utilizada no IPEN); 20% agua: 80%
acetonitrila, 30% &agua: 70% acetonitrila. As fitas foram cortadas em 10 segmentos
ap6s a corrida e a atividade do '°F foi medida usando um detector de HPGe
(Germanio Hiperpuro).

As impurezas radioquimicas podem originar-se durante a producdo do
radionuclideo (reacdes incompletas, incompleta remogédo dos grupos protetores da
molécula precursora, rea¢des laterais) ou radiolise [18].

O restante do radionuclideo pode estar na forma de espécies radioquimicas
indesejadas como fon fluoreto **F, 2-[**F] fluoro-2-deoxy-manose (FDM) e derivados

parcialmente acetilados [18].
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Altos niveis de impureza radioquimica no produto final podem levar a pobre

qualidade das imagens.

3.4.2 Controle Radionuclidico do  *®F-FDG (Fluoro-deoxyglicose) e  *®F (Fluoreto)

E determinado pela fracdo total, presente na droga final, do radionuclideo
especifico.

As impurezas radionuclidicas podem ser de outros radiosétopos de um
mesmo elemento ou radionuclideos de elementos diferentes.

Os radiofarmacos PET tem sua identidade radionuclidica determinada através
da medida da meia-vida fisica, por um calibrador de dose. A meia-vida fisica do **F
deve estar no intervalo entre 105 e 115 minutos [42].

No controle radionuclidico, amostras de °F-FDG e ®F(Fluoreto) foram
analisadas pela espectroscopia de raios gama usando um detector calibrado
(Germanio Hiperpuro modelo GX1518 - HPGe) acoplado a um sistema multicanal de

analise (Canberra Inc. USA).

3.5 Metodologia de Marcacdo do ®F-FAc (Fluoroacetato)

A sintese de '°F-FAc (fluoroacetato) pode ser realizada através do mesmo
médulo de sintese automatizada utilizado para a producéo rotineira do **F-FDG no
IPEN.

Existem muitos médulos comercializados para a sintese automatizada de *°F-
FDG, dentre eles: TRACERIab MXgps (produzido pela GE); TRACERIab FXgpg
(produzido pela GE); Metatrace FDG (produzido por CTIPETNET); FDG-Plus
Synthesizer (empresa Bioscan) e Synthera (IBA Molecular) (Vallabhajosula, 2007).
Dentre eles, os modulos TRACERlab da GE podem ser utilizados com Kkits

descartaveis para o preparo de outros radiofarmacos, como o *®F-FAc.
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O presente trabalho utilizou também um mdédulo TRACERIab da GE para o
preparo do *®F-FAc utilizando kits comerciais, a principio adquiridos da ABX, imagem
observada na Figura 11.

O kit da ABX para a marcacdo do **F-FAc é composto por: &cido cloridrico
1mol.L™* (3mL), hidréxido de sédio 1mol.L™* (2,4mL), solucdo de hidrogenocarbonato
de sédio 0,2mol.L™ (5,0mL), acetonitrila para lavagem (7,0mL), cartuchos QMA light
e 4 cartuchos HLB, além do cartucho alumina light N e dois filtros Millipore, agua
para solugdes injetaveis (250mL +/- 10%) e acetonitrila para o precursor (2,2mL).

O ion fluoreto € produzido usando os ciclotrons Cyclone 30 e 18 da IBA
localizados no IPEN-CNEN/SP. A marcacéo do ®F-FAc foi realizada em um modulo
de sintese MXrpg TRACERIab, utilizando kits adquiridos da ABX, como pode-se

observar na Figura 12 .

24 i Nk
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Figura 12: Esquema de sintese do ®F-FAc usando o kit da ABX.

O processo inicia com a producdo de *®F a partir de um ciclotron que irradia 2
ou 5 mL de agua enriquecida em **0(97%) com prétons no porta-alvo ilustrado na

Figura 13.
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Figura 13: Ciclotron — Porta alvo

A dose integrada utilizada no ciclotron foi entre 20-30uAh. Apéds a irradiacdo o
18F- ¢ transferido para um médulo de sintese automatizada, localizado no interior das
células de marcacéo ilustrado na Figura 14, através de um fluxo de hélio. O cartucho

contendo uma resina aniénica, o QMA-light, retém a atividade do *°F.

Figura 14: Células de Marcacéo, onde encontra-se 0 médulo automatizado da ABX.
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A eluicéo do *®F do cartucho QMA-light é feita com uma solucéo de carbonato
de potassio (K,CO3z) com concentracdo de 0,5 mol.L™* contendo kryptofix 2.2.2. e 7
mL de Acetonitrila.

O eluido é transferido para o frasco de reacdo e a agua é evaporada trés
vezes a 95°C sob fluxo de gas nitrogénio e acetonitrila anidra (evaporacdo dos
solventes). Apés a secagem, uma solucdo Carbonato de Hidrogénio Tetrabutilamdnio
(0,075 M) estabilizada com Etanol e o precursor Acetato de Etil — (p — tosiloxila) 10
mg em acetonitrila anidra € adicionada ao frasco de reacao.

A reacdo é feita com aquecimento por um determinado tempo (85°C por 5 min)
em frasco fechado, formando o *®F-fluoroacetato de etila. A solucéo é resfriada até a
temperatura ambiente.

A amostra € purificada pela retencdo em um cartucho Oasis (Waters HLB-6cc).
Qualquer fluoreto nao reativo é eliminado com agua destilada. O ‘®F-fluoroacetato de
etila, adsorvido no cartucho, € seco com fluxo de gas nitrogénio. ApGs a secagem,
uma solucdo de hidréxido de sddio, € adicionada ao cartucho para que ocorra a
hidrélise. Apos a hidrolise, € adicionada uma solucdo aquosa de 3,0 mL de acido
cloridrico 1 mol.L™* para neutralizar o hidréxido de sédio. O pH é ajustado entre 5,0 e
8,0 com a adicdo de 5,0mL de bicarbonato de sédio 0,2 mol.L™.

A solucao é purificada pela passagem através do cartucho Sep-Pak Alumina-N
(neutra) e filtrada através de uma membrana de 0,22um (Millipore).

O rendimento de marcacéo foi medido pela comparacéo entre a atividade do
18F que veio do alvo, com a atividade de 8F-FAc no final de sintese, usando um
calibrador de dose.

3.5.1 Variaveis de marcacdo do *®F-FAc:

3.5.1.1 Temperatura

Trés diferentes temperaturas de marcacéo foram estudadas: 75, 85 e 105°C.
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3.5.1.2 Atividade de '°F
A atividade inicial do '®F", durante os experimentos, variou entre 1,44 e 2,85 Ci
(53,28 — 105,45 GBQ).

3.5.2 Estabilidade do *®F-FAc

A estabilidade do ®F-FAc foi determinada a temperatura ambiente nos
periodos de 1, 2, 5 e 19 horas apos o final da sintese de marcacdo e analisada
através da cromatografia fina em silica gel, utilizando o solvente cloroférmio:metanol
(1:2).

3.5.3 Controle Radioquimico do  *®F-FAc

No controle de qualidade radioquimico, amostras de ®F-FAc foram analisadas
por cromatografia em camada fina em silica gel (TLC-SG). As fitas TLC-SG (1.5 x 12
cm) foram estudadas usando os solventes: cloroformio: metanol (1:1),
acetonitrila:zagua (95%:5%) e acetonitrila: agua (80%:20%). As tiras foram cortadas
em 10 segmentos apos o fim da corrida e o ‘8F foi medido usando um detector de
Ge (Germanio). A proporcao acetonitrila:agua (95%:5%) é a padronizada pela USP
(United States Pharmacopeia) para o ®F-FDG e foi realizada neste trabalho para o
18F-FAC [42].

Outra técnica de analise utilizada foi a Cromatografia Liquida de Alta
Performance / Pressdo (CLAE/HPLC) usando o equipamento LC-10 AT VP
Shimadzu, que utilizou como solventes etanol:agua (10:90), de acordo com Sun et.al
[22] com uma vaz&do de 1,0 mL/min e o solvente &acido fosforico 10 mmol.L™?, de
acordo com Mori et.al [43] com as vazdes de 0,5; 1,0 e 2,0mL/min. A coluna utilizada
foi C18 de fase reversa - Dionex 4,6 x 150mm, 300 Angstron 5u. O comprimento de
onda UV utilizado foi de 210nm e um detector de radioatividade ajustado para a
radiacdo de 511 keV.



71

3.5.4 Controle Radionuclidico do  ‘8F-FAc (Fluoroacetato)

Para o controle de qualidade radionuclidica, amostras de *®F-FAc foram
analisadas por espectroscopia de raios gama usando um detector de Germanio
modelo GX1518 hiperpuro (HPGe), acoplado a um sistema analisador multicanal
(Canberra Inc., EUA), ilustrado na Figura 15 .

Figura 15: Germanio modelo GX1518 hiperpuro (HPGe) do IPEN.

3.5.5 Controle de Pureza Quimicado ®F-FAc (Fluoroacetato)

As impurezas que podem estar presentes nas amostras de '°F-FAc sdo: a
presenca de solventes organicos residuais que tem sua andlise feita por
cromatografia gasosa, impurezas quimicas analisadas pela técnica de
espectrometria de emissédo Optica equipado com plasma (ICP-OES), ilustrado na
Figura 16, e a presenca de kryptofix analisado por TLC-SG.
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Figura 16: Aparelho ICP-OES do controle de qualidade do IPEN.

3.5.5.1 Cromatografia a Gas (CG)

O objetivo da cromatografia gasosa € determinar a quantidade de solventes
organicos residuais (acetonitrila e etanol residual) que devem apresentar valores
abaixo de 410pg.mL™ e 5000pg.mL™, respectivamente. A cromatografia gasosa foi
realizada em um cromatografo a gas Shimadzu OO 17AA equipado com um detector
de ionizacao de chama (FID) e um amostrador automético, mostrado na Figura 17 . A
injecdo foi configurada para injetar amostra diluida na proporcdo 10:1 e a chama a
250°C. Foi utilizada uma coluna J & W DBWAX 30m x 0,25mm e a coluna em uma
faixa de temperatura entre 50-85°C. O gas de transporte usado é Hélio, vazéo
2,0mL/ min. O detector foi operado a 250°C e volume de amostra de injecéo foi de
1,0 mL. Curvas de calibracdo de acetonitrila e etanol foram preparadas com faixa de

concentracéo de 2-150 pg.mL™.

Figura 17: Cromatégrafo a Gas (Shimadzu), IPEN.
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3.5.5.2 ICP-OES (Vista-MPX)

A técnica ICP-OES possibilita a determinacéo rapida de varios elementos com
diferentes faixas de concentragdo. A analise quantitativa e qualitativa foi realizada
utilizando um padrdo multielementar da Merck de 100pg.mL*, contendo os
elementos: Al, S, P, Si, Mg, Na, K, Ca, Cr, Co, Ni, Zn, Se, Ce, Sm, W, Sr, B, Sb, Ti, Bi,
As, Mn, Fe, além disso foi utilizado um padrdo de 1000pg.mL™ para o elemento Mo.

O equipamento utilizado foi o Vista-MPX da Varian.

3.5.5.3 Andlise de Kryptofix

A analise de kryptofix foi realizada por TLC-SG usando fitas com o solvente,
metanol: cloroférmio (9:1) e padréo de 50ug.mL™* de kryptofix 2.2.2.

O procedimento é realizado em capela com exaustdo devido o uso do iodo
metalico. O ensaio é feito em duas fitas, em uma se aplica a amostra e na outra o
padrdo de 50pg.mL™ de kryptofix. Apés secagem das fitas, estas sdo colocadas em
vapor de iodo por 15 minutos para revelar a presenca ou ndo do kryptofix na fita. O
resultado € a comparacdo da nédoa formada na fita com padrdo e na fita com a
amostra ®F-FAc, sendo que a fita da amostra deve apresentar nédoa mais clara do
que a da fita contendo padréo. O limite permitido é até 50pg.mL™* de kryptofix, valor

do padrao.

3.5.6 Determinagédo de pH

O pH das solucbes foi medido por fitas de pH (de 0-14) da Merck,
demonstradas na Figura 18 .
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Figura 18: Fitas de pH de 0-14, da merck.

O produto final precisa ter um pH entre 4.5 - 7.5 para que possa ser injetado

intravenosamente [42].

3.6 Biodistribuicdo em Animais

O radiofarmaco *®F-FAc, em uma atividade entre 5,6 — 7,4 MBq (150-200uCi)
e com pH7,0, foi injetado nos camundongos Swiss saudaveis e a biodistribuicao
analisada 15, 30 e 60 minutos apoés a injecao do radiofarmaco através da decaptacao
e retirada dos 6rgaos de interesse. Este estudo foi feito em triplicata. Os érgéos
retirados para andlise foram: 100uL de sangue, coracdo, pulmao, rins, baco,
estbmago, figado, pancreas, musculo, intestino grosso, intestino delgado, 0sso
(fémur), cauda, cérebro (sem a caixa craniana), glandula salivar, bexiga e
mama/préstata (dependendo do sexo do animal). Os érgaos foram lavados, pesados
em balanca analitica, colocados em tubos de ensaio e a atividade de '®F, em cada

orgédo e no sangue, foi medida em contador gama.
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Este trabalho também realizou estudos em animais nude inoculados com as
células tumorais pC3, referente ao cancer de préstata e MDA-MB-23, referente ao

cancer de mama.
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Controle Radioquimico do  *®F-FDG(Fluoro-deoxyglicose)

As Figuras 19, 20, 21 e 22 mostram os cromatogramas ITLC-SG do *®F-FDG
usando quatro diferentes composi¢des de solventes: 100% acetonitrila (Figura 19);
95% acetonitrila: 5% &agua (Figura 20) ; 80% acetonitrila: 20% agua (Figura 21) e
70% acetonitrila: 30% &gua (Figura 22). O Rf do *®F é igual a zero em todas as

composicdes de solventes citadas acima.
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Figura 19: Cromatograma ITLC-SG do '®FDG, solvente 100% acetonitrila. Rf=5
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Figura 20: Cromatograma ITLC-SG do *®FDG, solvente 95% acetonitrila: 5% agua.
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Figura 21: Cromatograma ITLC-SG do *®FDG, solvente 80% acetonitrila: 20% agua.
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Figura 22: Cromatograma ITLC-SG do *®FDG, solvente 70% acetonitrila: 30% agua.
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Pode-se ver que o aumento da propor¢cdo de agua na composicdo do solvente
resulta em um aumento no Rf do ®F-FDG. O Rf para F foi o0 mesmo para todos os
solventes, Rf=0. O solvente contendo 80% de acetonitrila: 20% de agua foi escolhido
e a Figura 23 mostra um cromatograma de uma mistura de *®F e '®F-FDG. Observa-
se que uma boa separacao entre as espécies foi alcancada e a fita cromatografica

pode ser cortada ao meio para a avaliagdo da pureza radioquimica.
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Figura 23: Cromatograma ITLC-SG do *®FDG +'®F, solvente 80% acetonitrila: 20%
agua.

4.2 Controle Radionuclidico do  *®F-FDG (Fluoro-deoxyglicose) e  *®F (Fluoreto)

As seguintes impurezas radionuclidicas foram encontradas, em ambos, 8F-
fluoreto e '®F-FDG: >°Co, *°Co, *’Co, *®Co, *°Co, *Tc, ®Tc, #®™Tc, *°Tc, #*™Tc, **™Mo,
®Mo, °'Ni, °>Mn, *Mn, !82Re, ®Re. Estes contaminantes sdo provenientes de
reacOes nucleares de elementos componentes do porta alvo e da janela, como
destacado na Tabela 4.
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Tabela 4: Principais impurezas radionuclidicas encontradas nas amostras de
®F-FDG e *°F.

RADIONUCLIDEO REACAO NUCLEAR

>*Mn "Cr (p,xn) °Mn

>*Mn "Cr (p,xn) > 'Mn

>Co "N (p,xn) °CU — PNi — “Co
**Co "N (pxn) °CU — ®Ni — *Co
>'Co "N (pxn) “'CU — PINi — °'Co
>*Co ®Ni (p,2 pn) °Co

%cCo ¥INi (p,2 pn) ®°Co

>Ni *Ni (p,pn) >'Ni
BMo %Mo (p,pn) Mo

Mo Mo (p,pn) Mo

T Vo (pxn) “Tc

*Tc Mo (p,xn) Tc

®hTc Mo (p.xn) P Tc

®Te "o (p,xn) ®Tc

®nTc Mo (p,2n) P Tc

“Re "W (p,xn) P Re

*Re "W (p,xn) Re

O material mais comum usado na janela do alvo, no ciclotron, é Havar por ter
resisténcia a alta tracdo (1860 MPa), ser uma liga ndo magnética com alto ponto de
fusd@o (1480°C) e condutividade térmica moderada ( 14.7 W/m/K em 23°C). Havar &
composto por 42% Co; 19,5% Cr; 19,3% Fe; 12,5% Ni; 2,6% W; 2,2% Mo; 1,7% Mn e
0,2% C. A utilizacdo desse material para longas irradiacdes leva a formacao de
contaminantes solGveis em agua, afetando a reatividade do '®F e levando ao baixo
rendimento do radiofarmaco [44].

A ativacdo do Havar exposta a um intenso feixe de prétons e um grande fluxo
de néutrons secundarios corresponde a principal contribuinte para induzir a impureza

(que também possui atividade) no interior do conjunto alvo/porta-alvo. Além disso, a
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folha de Havar necessita de substituicdo periddica que constitui uma fonte potencial
de residuos radioativos e, 0 manuseio, a armazenagem e disposicdo devem ser
considerados [45].

Analisando a folha de Havar apds decaimento de 18 dias, mostrou a presenca
de um ndmero de radionuclideos de curta duracao, incluindo *®v, *'Cr, **Mn, >*Mn,
*Co, *'Co, *®Co, *™Tc, *Tc, **Re e *Re [45].

A andlise de uma amostra de [**0O]H,O da producdo de '°F identificou
algumas impurezas radionuclidicas derivadas da ativagdo da folha de Havar (exceto
19¢d) como: **Cr, *2Mn, *°Co, *’Co, *®Co, *°™Tc, *°Tc, 1°Cd, *°Re e ®**Re. O *®Co foi
0 que apareceu com maior atividade (MBq), a longo prazo o decaimento do **Co
(meia-vida fisica 70,86 dias) contribui para o aumento do >’Co que possui meia-vida
fisica de 271,79 dias [44].

Segundo Marengo et.al.(2007) [46], a anélise de uma amostra de [**O]H,O da
producao de ‘®F apés o final do bombardeamento de prétons identificou as seguintes
impurezas radionuclidicas: '°°Cd, **Cr, *Mn, **Mn, °'Ni, > Co, **Co, *Co, *®Co,
95m-|-C’ 95TC, %TC, 182mRe’ 183Re e 186Re.

Os resultados do presente trabalho foram os mesmos encontrados nos dados
de literatura, pois ndo se apresenta nas farmacopéias como controle obrigatorio.

Os resultados quantitativos das impurezas radionuclidicas estdo presentes
nas Tabelas5e 6.
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Tabela 5: Niveis de impurezas radionuclidicas em amostras de *°F.

RADIONUCLIDEO ENERGIA MEIA-VIDA ABUNDANCIA/RAIOS %IMPUREZA/®F
|II| 1377,62 || 36,1 h || 0,849 ” 3,0x10° |

1434,3 56d 6,3x10°

B

Tabela 6: Niveis de impurezas radionuclidicas em amostras de °F-FDG.

RADIONUCLIDEO | ENERGIA MEIA-VIDA | ABUNDANCIA/RAIOS || %IMPUREZA/™F
T v | smentn | cmion |
,Tl,ll,Wl,Tl’WS—l
—l 846,75 ” 78,8d ” 0,9999 || 7,7x10°
“ 122,07 | 272d | 0,856 | 32x10° |

"Tc

C

"Tc

1

C

1377,62 36,1 h 0,849 5,7x 107
T
T

765,82 | 20 h | 0,94 | 3,6 x10° |
e e o e
140,51 | 6,02 h | 0,85 | 6,0 x 10° |
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Como mostrado nestas tabelas, o numero de radionuclideos e do nivel de
impurezas é diferente para amostras de 8F e amostras de ¥F-FDG. O nivel de
impurezas é maior no *®F porque as amostras de *¥F-FDG s&o purificadas durante a
marcacdo, no modulo de sintese. Neste caso, como o ®F foi retirado através da
lavagem do alvo, ou seja, sem haver irradiac&o, o valor de *®F foi menor em relag&o

ao ®F-FDG, uma vez que a quantidade de impureza é diretamente proporcional ao
tempo de irradiagao.

7

A maioria desses contaminantes €& eliminada ou reduzida a baixas

concentracdes apos a purificacdo realizada pelos cartuchos C-18 presentes no
médulo de sintese da ABX para *®F-FDG.

4.3 Variacdo do Rendimento de Marcacdo do  *®F-FAc com a Temperatura da
Marcagao.

A Figura 24 mostra a variagdo do rendimento de marcacdo com a
temperatura.

o &
_cH
23
g 2
2
E S
T ®©
c O
mh

a

Figura 24: Variacéo do rendimento de marcacéo de *®F-FAc com a temperatura.
(n=10)
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A melhor temperatura foi de 85°C para a sintese de *¥F-FAc. A figura mostra
uma queda no rendimento entre 85°C e 100°C e também o rendimento mostrou-se
satisfatério em 85°C, portanto optou-se por ndo realizar estudos com a temperatura
de 95°C. A partir deste experimento foi adotada a temperatura de 85°C.

Os resultados obtidos nos estudos de marcagdo com a variavel temperatura
de reacao estdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7: Rendimento de marcacao em diferentes temperaturas de marcagao.

(n=10)
IRRADIACAO ATIVIDADE “°F ATIVIDADE “°F-FAc RENDIMENTO TEMPERATURA
DE MARCACAO DE MARCACAO
(Ci) (GBq) (mCi) (GBq) (%) (corrigido) (°C)
1 2,41 89,17 841 31,12 47,3 105
2 1,44 53,28 526 19,46 49,4 105
3 2,06 76,22 703 26,01 45,7 105
4 2,18 80,66 757 28,00 46,2 105
5 2,17 80,29 842 31,15 52,1 85
6 2,48 91,76 903 33,41 48,8 85
7 2,53 93,61 967 35,78 51,4 85
8 2,85 105,45 1.118 41,37 52,4 85
9 2,83 104,71 974 36,04 46,0 85
10 2,40 88,80 804 29,75 44,9 75

A meia-vida fisica do *®F exige a correcéo pelo decaimento, ou seja, calcular a
atividade de *®F que entrou no médulo e a atividade que saiu do marcado **F-FAc no
final da sintese, contando com o decaimento durante os 43 minutos de sintese.

A média, utilizando como temperatura de marcarcédo 105°C foi (47£2)% e para
85°C foi (51+3)%.

Segundo Lindhe et.al.(2009) [24], utilizando 0 mdédulo de sintese TRACERIab

Fx Fn (Ge Healthcare) para marcacdo do ‘®F-FAc, com o precursor butil-O-tosil-
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glicolato, o rendimento no final da sintese foi de 51% (n&o corrigido) e 69%
(corrigido), pureza radioquimica > 99% com tempo de sintese de 55 minutos.

Ponde et.al.(2007) [47], utilizaram uma marcacdo manual, utilizando como
precursor o Etil O-mesilglicolato com tempo de sintese de 35 minutos, rendimento
radioquimico do produto final de (55+ 5)% com pureza quimica e radioquimica > 99%.

Sun et.al.(2006) [22] utilizaram o moédulo TRACERIab MXgps (GE Medical
Systems — Liege, Belgium) para produzir o ®F-FAc através da fluorinacdo
nucleofilica usando o O-mesil-glicolato de etila como precursor. Esse kit apresentou
bom tempo de marcacdo (32 min) e alto rendimento radioquimico (50% corrigido
para o decaimento), levando a sua utilizacdo na marcacdo do ‘®F-FAc, porém com
algumas modificacées. Algumas mudancas sdo necessarias no kit de **F-FDG para a
producao do *®F-FAc. Dentre elas, a disposicdo dos reagentes quimicos, a reacédo de
marcacdo com um maior tempo (5 min), 0 aumento da temperatura para 105°C, o
aumento no tempo de hidrolise (5,5 min) e o uso de solugdo aquosa de bicarbonato
de sodio, como tampéo, ao invés da solucdo de citrato. A pureza radioquimica do
'8F_fluoroacetato foi maior que 99%.

A especificacdo da ABX, produtora do kit utilizado neste trabalho, é
rendimento de 35% (n&o corrigido).

Os estudos realizados neste trabalho mostraram que na temperatura de
marcacao de 85°C se obteve o melhor rendimento de marcacgéo (50% corrigido). A
pureza radioquimica foi maior que 99% e o tempo total de sintese que foi de 43

minutos.

4.4 Variacdo da Atividade de '®F na Marcacdo do '°F-FAc.

A Figura 25 mostra o gréfico de variacéo de rendimento de marcacéo do *®F-

FAc (corrigido pelo decaimento) com a atividade inicial de **F (Bq).
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Figura 25: Variagéo do rendimento de marcacéo x atividade de *®F.

O grafico demonstrou que ndo houve uma variagdo significativa entre a
atividade de *®F e o rendimento de marcacao.

4.5 Estabilidade do '®F-FAc

A Figura 26 mostra os resultados da estabilidade do ‘8F-FAc.
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Figura 26: Estabilidade do ‘®F-FAc

O produto mostrou-se estavel até 19 horas. O ponto de 19 horas foi estudado
devido a logistica do instituto porque até o periodo de 10 horas ja seria suficiente.
Além disso, o ponto das 10 horas nédo foi estudado devido ao horéario do final da
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sintese de marcacgdo. A temperatura de marcacao utilizada neste experimento foi de
85°C.

4.6 Controle Radionuclidico do  ®F-FAc(Fluoroacetato)

A Tabela 8 mostra as impurezas radionuclidicas encontradas nas amostras de
®F-FAC.

Tabela 8: Niveis de impurezas radionuclidicas em amostras de °F-FAc.

RADIONUCLIDEO | ENERGIA GAMA MEIA-VIDA ABUNDANCIA | % IMPUREZA/™F
(keV) FISICA (t1/2) RAIOS GAMA
(/100)
Re 1120,0 64 h 0.2 3,7x10™
*Co 846,75 78,8d 0,676 4,0x10°
*Co 810,6 70,8d 0,9944 1,9x10°

Estas impurezas vém da ativacdo de impurezas quimicas do porta alvo e da
janela, como pode ser visto na Tabela 4.

No caso do *®F-FAc o médulo contém um cartucho C18 e trés HBL Plus, o que
determinou um menor nimero de contaminantes no produto final em comparacéo
com o *®F-FDG. A % de impurezas encontradas é um controle ndo determinado pelas
farmacopéias, 0s pequenos valores encontrados n&o causam problemas no

diagnéstico.

4.7 Controle Radioquimico do  *®F-FAc (Fluoroacetato)
4.7.1TLC
As Figuras 27, 28 e 29 apresentam os cromatogramas ITLC-SG do 8F-FAc

utilizando diferentes composi¢cdes de solventes: 95% acetonitrila: 5% de agua, 80%

acetonitrila: 20% de agua e cloroférmio: metanol (1:1), respectivamente.
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Figura 27: Cromatograma ITLC-SG do ®F-FAc, solvente 95% acetonitrila: 5% de

agua. Rf=3
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Figura 28: Cromatograma ITLC-SG do '®F-FAc, solvente 80% acetonitrila:20% de

agua. Rf=5
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Figura 29: Cromatograma ITLC-SG do '®F-FAc, solvente cloroférmio:metanol (1:1).
Rf=7

Pode ser visto que o aumento da quantidade de agua na composi¢cao de
solventes resultou em um valor maior para o Rf do ¥F-FAc. O Rf do ‘8F foi 0 mesmo

para todos os solventes, Rf= 0.
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O solvente contendo cloroformio: metanol (1:1), na Figura 29, foi o escolhido,
uma boa separacdo entre as espécies foi alcancada e a fita pode ser cortada ao
meio para a avaliacdo da pureza radioquimica.

A pureza radioquimica do 8F-FAc, em todos os experimentos, foi maior que

99%.
4.7.2 CLAE

O cromatograma utilizando o solvente etanol:agua (10:90) nao foi eficiente por
ndo separar as espécies **F-FAc e *®F", ambos os picos sairam junto com a frente do

solvente, ou seja, logo nos primeiros minutos.
A Tabela 9 mostra o tempo de retengéo do *®F-FAc em diferentes vazées do

solvente &cido fosférico 10 mmol.L ™.

Tabela 9: Tempo de retencéo do *®F-FAc, solvente acido fosférico 10 mmol.L™* com
diferentes vazdes.

VAZAO TEMPO DE
(mL/min) RETENCAO (min)

0,5 || 6,34 |

1,0 3,30
i ——

O 8F tem tempo de retencdo menor na coluna de CLAE, saindo junto com a
frente do solvente. A pureza radioquimica do 8F-FAc pode ser avaliada com este

solvente, obtendo o melhor resultado na vazdo 0,5 mL/min.
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4.8 Controle de Pureza Quimica do *®F-FAc

A Tabela 10 mostra os resultados da determinagéo de solvente residual em

amostras de ®F-FAc. (n = 5).

Tabela 10: Resultados da cromatografia & gas de amostras do *®F-FAc.

ETANOL (pg.mL 7) ACETONITRILA
(Mg.mL ™)
| 5,53 | 37,74 |

| 4,93 | 41,18 |

A guantidade de etanol e acetonitrila estdo abaixo dos limites permitidos, 5000
e 410 ug.mL?, respectivamente.

A quantidade de kryptofix 2.2.2 foi abaixo do limite permitido pela USP, 50
ng.mL? para todas as amostras de 8F-FAc.

As principais impurezas quimicas encontradas nas amostras de ®F-FAc foram
Na, Ca, K, Al, Si, B, P, Cr, Ni, W e Zn. As mesmas impurezas aparecem também em
amostras de ®F, mas o nivel de impurezas é menor nas amostras de 8F-FAc. O
nivel total de impurezas foi menor que 1pg.mL?, permitido pela farmacopéia
americana [42].

Os elementos Na, Ca, K e P estdo presentes na agua e nas solucdes
utilizadas na sintese. B e Si estdo presentes nos frascos de vidro e os metais Al, Cr,
Ni, W e Zn vém do porta-alvo e dos materiais da janela.

O produto final precisa ter um pH entre 4.5 - 7.5 para que possa ser injetado

intravenosamente [42].
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O pH das amostras de '8F-FAc, em todos os experimentos, foi medido por fitas
de pH (de 0-14) da Merck e apresentou pH 7,0 apds a marcacéao.

4.9Biodistribuicdo do  '®F-FAc em animais sadios

As Tabelas 11 e 12 e as Figuras 30 e 31 contém os dados da biodistribuicio
do ®F-FAc nos tempos 15 e 30 minutos apdés a administracdo do radiofarmaco em
camundongos Swiss sadios fémeas (Tabela 1 e Figura 30 ) e camundongos Swiss
sadios machos (Tabela 1 e Figura 31 ).

Tabela 11: Resultado da biodistribuicdo em camundongos fémeas Swiss sadios, %
dose/g/érgao e o seu desvio padrao.

) %Atividade/g %Atividade/g
Orgaos (desvio) 15 minutos (desvio) 30 minutos
Sangue 0,0050 + 0,0005 0,0060 + 0,0004
Coragéao 4,0+0,2 4,1+0,7
Pulméo 29+0,3 3,0£0,3

Rim 2,7+0,2 2,82 +£0,08

Baco 2,50 + 0,06 2,7+0,2

Estbmago 1,8+0,4 22+04
Figado 2,7+0,3 28+04
Pancreas 1,9+0,2 1,80 £ 0,03
Mdusculo 2,3+0,2 2,1+0,2
Int.grosso 3,4+£0,5 3,7+£0,5
Int.delgado 3,64 +0,08 4+1

Osso 25+0,3 351
Cérebro 3,1+£0,2 3,0£04
Bexiga 4+1 3,9+£0,5

Mama 2,1+0,7 2,1+0,6

Gland.salivar 25+0,3 25+0,2
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Tabela 12: Resultado da biodistribuicdo em camundongos machos Swiss sadios, %
dose/g/érgao e o seu desvio padrao.

] %Atividade/g %Atividade/g
Orgaos (desvio) 15 minutos (desvio) 30 minutos
Sangue 0,0050 + 0,0001 0,0040 + 0,0008
Coragéo 1,5+0,1 1,56 £ 0,04
Pulméo 09+0,1 1,04 + 0,08

Rim 0,93 + 0,07 0,93 +0,09
Baco 1,1+0,3 0,9+0,1
Estdmago 0,59 + 0,09 0,4+0,1

Figado 0,97 + 0,04 0,99 + 0,05
Pancreas 0,58 + 0,05 0,6 +0,1
Musculo 0,81 + 0,04 1,0+0,2
Intest.grosso 1,6 £0,2 2,0+0/4
Intest.delgado 1,1+0,1 1,4+0,2
0sso 0,9+0,3 1,7+0,2

Cérebro 1,11 + 0,06 1,08 + 0,09

Bexiga 1,7+0,2 1,7+0,5
Prostata 1,0+0,2 1,7+0,5

Gland.salivar 0,9+0,2 0,9+0,1

O 15 minutos

@ 30 minutos

Figura 30

. Gréfico da relagdo %dose/g/6rgdo em camundongos fémeas, 15 e 30

minutos apds a administracdo do radiofarmaco *®F-FAc.
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Figura 31: Grafico da relagédo %dose/g/orgdo, em camundongos machos, 15 e 30
minutos apds a administracdo do radiofarmaco 8F-FAc.

Os estudos de biodistribuicdo em animais foi feito em triplicata, trés animais
por experimento e o sangue medido em 100 yL de volume devido a atividade de 18F-
que precisava ser baixa para ndo ultrapassar o limite do contador. Os célculos de
%Atividade/g foram obtidos através de planilhas de calculo que excluiam a dose
residual na cauda do animal, local da inje¢c&o intravenosa no animal.

Os tempos de estudos, segundo literatura, sdo de 30, 60, 90, 120 e 180
minutos apoés injecdo do radiofarmaco, entretanto devido a logistica versus horéario do
final da sintese. Neste trabalho foram utilizados os tempos de 15 e 30 minutos apos
injecdo intravenosa do radiofarmaco.

Nos machos de 15 minutos apos a administracdo do radiofarmaco foi
observada maior captacao na bexiga, coracéo e intestino grosso. A menor captacao
foi observada no pancreas, esttmago e na corrente sanguinea. Os machos de 30
minutos ap6s a administracdo do radiofarmaco apresentaram uma maior captacao
0ssea, na prostata e muscular, em comparacdo com o0s resultados de 15 minutos
apo6s a administracao do radiofarmaco.

As fémeas apresentaram maior captacdo em todos os 6rgaos, em relagdo aos

machos. N&o apresentaram alteragdo significativa entre os tempos de 15 e 30
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minutos apos a administracdo do radiofarmaco, apenas uma maior captacdo 0ssea
no estudo de 30 minutos.

Ambos (machos e fémeas) apresentaram uma boa captacdo cerebral em
todos os tempos estudados. O musculo apresenta, em todos os estudos, uma
captacao que corresponde a metade do 6rgao de maior captacao.

Lindhe et.al.(2009) [24], realizaram estudos de biodistribuicdo do '8F-FAc em
macacos e porcos sadios nos intervalos de tempo, 30, 60, 90, 120 e 180 minutos
ap6s a administracdo do radiofarmaco. O 8F-FAc apresentou nos macacos maior
concentracdo na bexiga, rins, vesicula biliar, colon e osso. Em macacos 3% da dose
injetada foi para 0 0sso, ao contrario dos porcos que obtiveram 39% do radiofarmaco
captado no o0sso.

Os camundongos nude fémeas foram inoculados com tumor MDA-MB-231
(cancer de mama) e os machos com pC3 (cancer de proéstata), com inoculagédo de 2
milhdes de células viaveis, entretanto o crescimento foi lento e seguida por rapida
internalizacdo tumoral, gerando metastase e necrose. Devido a problemas no
funcionamento dos ciclotrons néo foi possivel adequar o correto estagio tumoral com

a producdo do 8F-FAc, sendo impossivel a realizacéo destes testes.
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CAPITULO 5

5. CONCLUSAO

A revisdo da literatura mostrou que estudos em animais e clinicos em
humanos serdo de extrema importancia para definir com maior clareza a utilizagdo
do radiofarmaco ®F-FAc em PET/CT, visando maior sensibilidade e especificidade
na detecgcdo de tumores de prostata.

No caso do cancer de mama existe a possibilidade de maior sensibilidade e
eficiéncia na sua deteccéo, utilizando o radiofarmaco ®F-FAc em PET/Mamdgrafo
do que em PET/CT convencional.

O procedimento para a producéo do 8F-FAc mostrou-se reprodutivel com um
rendimento de marcacdo de 36% (ndo corrigido) e (51+£3)% (corrigido pelo
decaimento), além de estabilidade de 19 horas e tempo de sintese de 43 minutos.

Os procedimentos de controle de qualidade para o ®F-FAc foram
estabelecidos, em particular o controle radioquimico.

Outro ponto importante neste trabalho foi o estudo comparativo de pureza
quimica e radionuclidica entre *®F, 18F-FDG e 8F-FAc.

O estudo em animais sadios foi realizado para determinar o metabolismo e/ou
biodistribuicdo do radiofarmaco, nos tempos 15 e 30 minutos apds administracao
venosa em camundongos machos e fémeas. Devido a problemas logisticos de
producdo do radiofarmaco, fracionamento e uso dos aparelhos do controle de
qualidade os estudos de 60 minutos e 120 minutos ndo puderam ser realizados.

A analise de controle de qualidade mostrou que o produto tem 0s requisitos
adequados para o uso, de acordo com as farmacopéias americana e européia.
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Sugestdes de continuidade do trabalho:
+ Estudos com animais sadios para estudo de distribuicdo dos radiofarmacos
nos tempos 60 e 120 minutos.
+ Estudos com animais inoculados com os tumores pC3 e MDA-MB-231.
+ Validacdo da producéo de 8F-FAc através de 3 lotes com atividade maxima.
+ A estabilidade no sangue e no PBS, além do estudo toxicoldgico.

4+ Os ensaios clinicos em humanos.
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