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RESUMO

PROCESSO PARA A PREPARACAO DE COMPLEXOS DE 68GA

Um processo para a preparacdo de complexos contendo 68Ga, em
que um tampdo de A4cido férmico/formato na presenca de
compostos capazes de sequestrar catides de metal é& utilizado

na reacdo de complexacédo.



DESCRICAO
PROCESSO PARA A PREPARACAO DE COMPLEXOS DE 68GA

Campo da invencéo

A invencédo lida com processos para a preparacido de complexos
que contém isdtopos, em particular complexos Uteis como radio

marcadores contendo o isdtopo °8Ga.

Estado da técnica

Apesar dos resultados encorajadores dos estudos clinicos
recentes que utilizam o radio férmaco %Ga marcado para
imagiologia PET in vivo, a curta semivida do isdétopo (68
minutos), que ndo permite uma distribuicdo a longo prazo
juntamente com a necessidade de uma "produgdo de radio
farmécia" equipada para o processo de marcacdo proibe, ainda,

a sua utilizacdo generalizada na rotina da medicina nuclear.

A marcacdo com Ga-68 é levada a cabo por complexacdo do metal
radiocativo com um agente gquelante adequado num meio de
reacdo, no qual sdo introduzidas a dose radicativa de ¢%8Ga
que conduz a partir da eluicdo do gerador de °%Ga, a
quantidade da molécula a ser marcada (referido como molécula
funcionalizada por quelante ou precursor no nosso pedido) e
um tampdo apropriado para assegurar o pH oétimo para a

complexacédo.

O chamado gerador de %Ga ¢é uma resina comercialmente
disponivel, e contendo germdnio, partir da qual o desejado
®6Ga é naturalmente formado pela decomposicdo do germénio;
por conseguinte, a eluicdo da resina, sob as condicdes de pH
adequadas, e na presenca de uma molécula quelante
funcionalizada permite a formacdo do complexo desejado
contendo %Ga; dependendo da molécula funcionalizada por

quelante selecionada, pode ser necessdrio aquecer 75-90°C.



Os principais 1limites para o sucesso da marcacdo s&o
fornecidos pelo facto de gque o pH adequado dever ser mantido
constante e pela competicdo das impurezas metédlicas com o

Ga-68 durante o processo de complexacédo.

Em vista do acima referido, a pesquisa de um tampdo adequado
capaz de assegurar um pH normal &, obviamente, um assunto
continuamente investigado pelos peritos na marcacdo de 68Ga

e, alnda, em aberto.

Tal tampdo deve ser ndo tdxico, capaz de tamponar na gama de
pH de 3,5-5,0, ndo deve competir com os 1ides de géalio e,
preferencialmente, ter uma fraca capacidade de complexacédo

do metal.

Entre os diferentes tampdes relatados, os utilizados
principalmente até agora sdo HEPES (derivado de éacido
sulfénico) ou tampdes de acetato; no entanto, permitem,
apenas, trabalhar num intervalo definido estritamente de pH
(Publicacdo de Velikyan et al., Bioconjugate Chem., 2008,
19, 569-573) e Jj& ndo podem manter a capacidade do tampdo,

quando a acidez do eluato necesséaria varia ligeiramente.

Por exemplo, mesmo um pequeno aumento no volume de fluido
proveniente do gerador faz com que o pH volte para valores
que danificam a complexacdo resultando em elevada quantidade
de Ga-68 livre. Isso produz um risco de incumprimento que
torna a purificacdo final obrigatdéria. Além disso, sobre o
tampdo de HEPES, ndo héd dados toxicoldgicos disponiveis: a
purificacdo final tem de ser realizada também, a fim de
remover, ou pelo menos reduzir, o) HEPES antes da
administracdo do radio farmaco. Outros tampdes foram
recentemente propostos (WO 2010/092114) como solucéado
eficiente para a complexacdo de Ga-68, por exemplo, tampdes

de lactato, tartarato e carbonato. Estes tampdes



compreendem, pelo menos duas funcdes de coordenacdo de Ga-
68 que superam o preconceito de que poderiam interferir com
a marcacdo. De qualquer forma, a sua utilizacdo tem sido
testada com sucesso com fracdes reduzidas e purificadas do
fluido gerador, sem isentar do tratamento de pré-marcacdo da

solucdo de Ga-68

Um segundo limite importante é a competicdo de impurezas
metdlicas, principalmente catides trivalentes e bivalentes,
derivadas tanto a partir da fase estaciondria como do
decaimento de Ga-68 (Zn). Estes metais sédo ligados, bem como,
0 Ga-68 pela molécula quelante funcionalizada com a reducéo
do numero de moléculas efetivamente disponiveis para a
marcacdo. Isto pode resultar numa complexacdo incompleta do
Ga-68 reduzindo a pureza radioquimica final da preparacéo.
Na técnica anterior, por vezes, 0 Ga-68 ndo complexado pela
molécula funcionalizada por quelante durante a marcacido, é
completamente sequestrado com a adicdo de pbds-marcacdo de um
excesso de um agente quelante com afinidade reconhecida para
o 1isdétopo, (por exemplo, o agente quelante EDTA) a fim de
evitar a presenca duma porcdo elevada de metais livres e
para promover a sua eliminacdo no caso da administracdo da
preparacdo do radio farmaco (WO 2010/141833 - Exemplo 2).
Uma complexacdo parcial de Ga-68 pode ser de forma diferente
a partir de gquantidades mais elevadas de molécula
funcionalizada por quelante. No entanto, um aumento da
quantidade de precursor de guelado produz uma reducdo
indesejavel da radiocatividade especifica (racio entre o
produto radiocativo e o produto ndo marcado) que pode piorar
0s resultados do diagndéstico. Na verdade, devido a competicéo
com a molécula marcada para o mesmo recetor, a presenca da
molécula ndo marcada pode ter um efeito negativo sobre a
concentracdo de radicatividade no tecido alvo. Assim, uma

SRA elevada (radicatividade especifica) pode ser crucial



para fornecer um contraste suficiente em imagens PET entre
o tecido alvo e a sua envolvente. No estado da técnica, a
presenca de ides metédlicos competem € normalmente reduzida
através de pré-purificacédo ou fracionamento do eluato antes
da marcacdo (tal como descrito pela patente WO 2010/092114),
mas estes passos fornecem uma perda desvantajosa de atividade
de partida. Além disso, se as etapas de pré-marcacdo, bem
como, a purificacdo final ndo podem ser evitadas, a marcacéao
de Ga-68 serd sempre com base, em certa medida, na automacéo,
usando um mdédulo de sintese, fazendo com que o kit de
estratégia seja inviédvel. Além, dos conhecimentos técnicos
necesséarios, isto requer um tempo prolongado desfavorével
para a marcacdo. Devido a curta semivida do radioisdtopo
(tiy2 = 68 minutos) e a atividade limitada fornecida pelo
gerador, gqualquer melhoria visando obter uma complexacdo
muito répida, direta e de alto rendimento ¢é altamente

desejavel.

De todo o dito acima, é evidente a necessidade de um processo
que permita a preparacdo de complexos de “%Ga que superem 0OS

problemas referidos acima.

Sumario da invencédo

E descrito um processo para a preparacdo de complexos
contendo Ga, em que um tampdo de &cido fdérmico/formato,
possivelmente na presenca de compostos capazes de sequestrar

0s catides de metais, é utilizado na reacdo de complexacéo.

Degscricdo detalhada da invencéo

A presente invencdo permite ultrapassar o referido problema
acima através de um processo em que o Ga-68 é eficazmente
complexado por uma molécula quelante funcionalizada num

tampdo aquoso de &cido férmico/formato.



O acima referido tampdo de &cido férmico/formato ndo sb
permite estabelecer o pH certo, mas, também, tolerar a

variacdo de volume/acidez do eluato.

Na verdade, a sua capacidade de tamponamento estd centrada
num valor de pH adequado para a complexacdo de Ga-68 e néo
tem capacidade de complexacdo de metal, de modo gque néo
proporcionam a interferéncia com a marcacdo. Além disso,
este tampdo deve ser compativel com a aplicacédo farmacéutica,
porque o acido fédrmico é classificado como solvente residual
da classe 3 (solventes com baixo potencial téxico) na
Pharmacopoeia para o qual um limite de 5 mg/ml (5000 ppm) é

admitido.

Normalmente, como formato, o formato de sbédio é o preferido,
mas também qualgquer outro sal metédlico do &cido férmico pode

ser usado.

A proporcdo de 4acido férmico/formato estd normalmente

compreendida entre 1 e 3,5.

Além disso, a fim de enfrentar o problema da presenca de
impurezas metédlicas, em vez de aumentar a quantidade de
molécula funcionalizada por guelante (proporcionando uma
reducdo do SRA) ou pré-tratamento com o eluato gerador de
passos de purificacdo que consomem tempo e radiocatividade,
como € préatica normal na técnica, verificou-se qgue agente
sequestrador pode ser utilizado no processo a fim de
neutralizar as espécies interferentes que saem do Ga-68 mais

livre para reagir com a molécula quelante funcionalizada.

Estes agentes sequestradores, se presentes, agem como
molécula quelante funcionalizada de suporte que, temporaria
ou permanentemente, subtrai os metais gque competem para a

reacdo com as moléculas de quelatos funcionalizadas.



Vale a pena notar que a funcdo dos agentes sequestradores na
presente invencéo é oposta a funcéo dos agentes
sequestradores utilizados na técnica anterior, tal como

descrito acima.

Na verdade, de acordo com 0s procedimentos conhecidos, no
final da marcacdo, um agente sequestrador com particular
afinidade para o gadlio pode ser adicionado de modo a quelar
a porcdo ndo reagente do isdétopo, enquanto, de acordo com a
presente invencdo, um agente sequestrador capaz de minimizar
a competicdo de impurezas metédlicas ¢ adicionado no inicio

da reacéo.

Obviamente, 0s agentes sequestradores utilizados na presente
invencéo devem, preferencialmente, ligar oS metais
concorrentes, em vez do 1do0 GA-68, a fim de evitar a
interferéncia com a reacdo de marcacdo principal ou a

formacdo de espécies marcadas adicionais.

De acordo com a invencgdo, com as moléculas por guelante
funcionalizas pretende-se significar qualquer molécula com
capacidade de direcionamento funcionalizado com um quelato

capaz de complexar isdtopos radioativos, tais como Ga-68.

Quelatos preferidos para a complexacdo do Ga-68 de acordo
com a invencdo podem ser escolhidos entre: DOTA e seus

derivados, NOTA e seus derivados, PCTA e seus derivados.

A utilizacdo pode também ser feita, em geral, de qualquer
quelato capaz de formar uma gaiola suficientemente estéavel
em torno do Ga®*, em particular gqualguer grupo alifético, de
amina linear ou macrociclica, ou amina macrocicla com aminas

terciéarias.

Como molécula com capacidade de direcionamento, pretende-se

uma molécula capaz de orientar um processo bioldgico de



interesse terapéutico ou diagndéstico, vantajosamente, um
aminodcido, um péptido, vantajosamente compreendendo 4 a 15,
ou de 4 a 10 aminodcidos, um polipeptideo, uma proteina, uma
vitamina, um monos sacédrido ou polissacédrido, um anticorpo,

um &dcido nucleico ou um aptémero.

Entre as moléculas com capacidade de direcionamento uteis
para a presente invencdo, podemos citar (como exemplo e né&o

como limitacédo):

- Moléculas de direcionamento recetoras de VEGEF

- Anadlogos de Dbombesina ou moléculas de direcionamento

recetoras de GRP

- Moléculas de direcionamento recetoras de somatostatina

- Péptidos RGD ou moléculas de direcionamento aVp3 e avpb

- Anexina V ou moléculas de direcionamento de processos

apoptdticos

- Moléculas de direcionamento recetoras de estrdgeno

- Moléculas de direcionamento da placa de ateroma

- Moléculas de direcionamento recordadas em Topics of Current
Chemistry, vol.222, 260-274, Fundamentals of Receptor-based

Diagnostic Metallopharmaceuticals.

Os agentes sequestrdores, se presentes, sdo de preferéncia

escolhidos no grupo gque consiste em:

- glicina e outros aminoacidos de quelacdo (por exemplo,

metionina, cisteina, etc ...)

- éteres de coroa e éteres de coroa de azoto



- composto orgdnico eterociclico, por exemplo, 1,10-

fenantrolina, 2,2'-bipiridina

- calixarenos

- quelantes polidentados, por exemplo, proteinas,

polissacidridos e &cidos polinucleicos

- agentes quelantes naturais, como catequinas, taninos,

porfirina

- em geral, agentes gquelantes lineares ou macrociclicos (por

exemplo podandos ou criptandos)

Normalmente quantidades micromolares ou, mais
vantajosamente, quantidades nanomolares de agente
sequestrador s&do usadas, de preferéncia, a menos de 100
nanomolar, por exemplo, num intervalo entre 20 e 25

nanomolar.

De preferéncia, a reacdo de complexacdo ¢é realizada num
intervalo de pH entre 3 e 4,5, mais preferencialmente entre

3,2 e 4,2, mais preferencialmente entre 3,4 e 4,0.

Os complexos obtidos de acordo com o processo acima descrito
sdo também uma forma de realizacdo da presente invencédo;
podem conter &cido férmico/formato abaixo de 10 mg/ml e o

agente sequestrador (se usado) inferior a 100 nmoles.

Conforme referido, um gerador comercial (que consiste numa
coluna de resina de germdnio) ¢é eluido com um eluente qgue
contém um acido (normalmente HCL) diretamente para um frasco

contendo tampdo de formato e uma base.

Uma molécula funcionalizada por quelante (normalmente na
presenca de um agente sequestrador de metais, como, por

exemplo, fenantrolina) ¢ adicionada para dentro do frasco e



o frasco de reacdo é aquecido durante um curto espaco de
tempo; a solucdo do produto é recolhida e verificada por

HPLC de fase reversa e ITLC (MeOH/ acetato de aménio 1M/1/1).

A ordem de adicdo pode, também, ser invertida.

Por exemplo, o gerador comercial pode ser eluido com um
eluente gque contém um &cido (normalmente HC1l) diretamente
num frasco contendo uma molécula quelante funcionalizada (de
preferéncia na presenca de um agente sequestrador de metal,

como, por exemplo, fenantrolina).

O tampdo de formiato e a base s&o adicionados no frasco e a
mistura de reacdo ¢ aquecida durante um curto espaco de

tempo.

O eluato de &acido é normalmente constituido por uma solucédo
aquosa de um &cido forte como, por exempl, HCl, enquanto a
base é uma solucdo agquosa de uma base forte como, por

exemplo, NaOH.

De um modo geral, a utilizacdo de tampdo de formato garante
um pH adequado, mesmo que ocorram variacgdes na acidez do
eluato e, deste modo reduz, a quantidade de Ga-68 néo
complexado devido a um pH muito baixo ou demasiado elevado,
resultando em alto teor de %Ga3t livre ou hidréxidos de %8Ga,
respetivamente. Além disso, a adicdo de um agente
sequestrador permite reduzir a quantidade de molécula
funcionalizada por quelante necessaria para se obter uma

complexacdo de completa Ga-68.

Estes dois aspetos permitiram ao requerente alcancar um grau
adequado de complexacdo, vantajosamente, pelo menos, 92%,
95% e 97%, e, consequentemente, um grau de pureza suficiente
(pelo menos 92%, 95% e 97%), sem qualquer tipo de pré- ou

purificacdo final. Uma vez que o0s resultados obtidos
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confirmam a viabilidade de uma marcacdo de Ga-68 direta que
ndo requer manipulacdo ou a purificacédo, a formulacdo pode

ser aplicada para a producdo de um kit especifico.

Portanto, de acordo com uma forma de realizacdo particular,

a invencdo refere-se também a um kit compreendendo:

- um frasco siliconizado contendo a molécula funcionalizada

por quelante e o agente sequestrador selecionado;

- um frasco siliconizado ou uma seringa gue contém uma
mistura ultrapura apropriada de &cido férmico/formato de

séddio.

Além disso, a invencdo refere-se também a um uUnico frasco
contendo a molécula funcionalizada por quelante, o agente
sequestrador seleccionado e uma mistura ultrapura adequada

de 4cido férmico/formato de sdéddio.

Exemplo 1
Marcagdo de péptido de %%GaDOTA com 3 mL de eluato de HCl
0,6M

Um gerador de 30 mCi comercial (a partir de IDB) tendo uma
fase estacionaria de SnO; foi eluida com 3 ml de eluato
ultrapuro de HCl1l 0,6 M diretamente para um frasco contendo
200 pl de tampdo de formato ultrapuro 1,5 M e 400 pl de NaOH
ultrapuro 4,5 M. Depois, 30 ng de péptido DOTA e 4,5 ug de
1,10-fenantrolina sdo adicionados e o frasco de reacdo é
aquecido a 95°C durante 7 minutos. O produto foi verificado
por HPLC de fase reversa e ITLC (MeOH/acetato de améniolM.

1/1) e a pureza radioquimica foi de 98% em ambos os testes.
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Exemplo 2
Marcagdo de péptido de °®GaDOTA com 3,2 mL de eluato de HCl
0,6M

Um gerador de 30 mCi comercial (a partir de IDB) tendo uma
fase estacionadria de SnO» foi eluida com 3,2 ml de eluato
ultrapuro de HCl1 0,6 M diretamente para um frasco contendo
200 pl de tampdo de formato ultrapuro 1,5 M e 400 pl de NaOH
ultrapuro 4,5 M. Depois, 30 ng de péptido DOTA e 4,5 ug de
1,10-fenantrolina sdo adicionados e o frasco de reacdo é
aquecido a 95°C durante 7 minutos. O produto foi verificado
por HPLC de fase reversa e ITLC (MeOH / acetato de aménio
IM. 1/1) e a pureza radioquimica foi de 97% em ambos os

testes.

Exemplo 3:
Marcacdo de péptido de %%GaDOTA com 3 mL de eluato de HCl
0,6M

Um gerador de 30 mCi comercial (a partir de IDB) tendo uma
fase estacionaria de SnO2 foi eluida com 3 ml de eluato
ultrapuro de HCl1l 0,6 M diretamente para um frasco contendo
200 pl de tampdo de formato ultrapuro 1,5 M e 400 pl de NaOH
ultrapuro 4,5 M. Depois, 30 pg de péptido DOTA e 15 pg de
12-coroca-4 sé&do adicionados e o frasco de reacdo é aquecido
a 95°C durante 7 minutos. O produto foi verificado por HPLC
de fase reversa e ITLC (MeOH / acetato de aménio 1IM. 1/1) e

a pureza radioquimica foi de 98% e de 96%, respetivamente.

Exemplo 4:
Marcagcdo de péptido de ¢%GaDOTA com 3 mL de eluato de HCl
0,6M

Um gerador de 30 mCi comercial (a partir de IDB) tendo uma
fase estacionaria de SnOz foi eluida com 3 ml de eluato

ultrapuro de HCl1l 0,6 M diretamente para um frasco contendo
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30 pl de péptido DOTA e 15 npng de 12-coroa-4. Depois, 200 pl
de tampdo de formato ultrapuro 1,5 M e 400 pl de NaOH
ultrapuro 4,5 M s&o adicionados e o frasco de reacdo é
aquecido a 95°C durante 7 minutos. O produto foi verificado
por HPLC de fase reversa e ITLC (MeOH / acetato de aménio
IM. 1/1) e a pureza radioquimica foi de 98% e de 96%,

respetivamente.
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REIVINDICACOES

Processo para a preparacdo de complexos de %Ga, em que é
realizada a reacdo complexante entre uma molécula
funcionalizada por quelante e %8Ga numa solucdo aquosa de
tampdo de é4cido férmico/formato, eventualmente, na
presenca de um composto capaz de sequestrar os catides de
metais, em que o referido composto capaz de sequestrar oS
catides de metails, se utilizado, ¢ adicionado no inicio
da reacdo de complexacédo.

Processo de acordo com a reivindicacdo 1, em gque a
referida molécula funcionalizada por quelante é escolhido
no grupo que consiste em: DOTA e seus derivados, NOTA e
seus derivados, PCTA e seus derivados enquanto o referido
formato é formato de sdédio.

Processo de acordo com as reivindicacdes 1 e 2, em que ©
rdcio de &cido férmico/formato na mistura de marcacao
estd compreendido entre 1 e 3,5

Processo de acordo com a reivindicacdo 1, em gque o
referido agente sequestrador ¢ escolhido no grupo que
consiste em: glicina e outros aminocdcidos quelantes,
éteres de coroa e éteres de coroa de azoto, composto
heterociclico orgénico, calixarenos, quelantes
polidentados, agentes quelantes naturais, por exemplo,
catequinas, tanino, porfirina, agentes quelantes lineares
ou macrociclicos.

Processo de acordo com a reivindicacédo 1, em que a reacéo
de complexacdo é realizada num intervalo de pH entre 3 e
4,5.

Processo de acordo com a reivindicacdo 5, em gque o pH da
reacdo estd compreendido entre 3,2 e 4,2.

Processo de acordo com a reivindicacdo 5, em que o pH da

reacdo se situa entre 3,4 e 4,0.
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8. Processo de acordo com as reivindicacgdes 1-7, em que:

- Um gerador comercial de %Ga ¢ eluido com um eluato
contendo um &cido diretamente para um frasco contendo um

tampdo de formato e uma base;

- Uma molécula funcionalizada por quelante é

adicionadodurante um curto espaco de tempo;

- O produto é recolhido

9. Processo de acordo com as reivindicacdes 1-7, em que:

- Um gerador comercial de 9Ga ¢ eluido com um eluato
contendo um A4cido diretamente para um frasco contendo uma

molécula funcionalizada por quelante;

- Tampdo de formato e uma base sdo adicionados ao frasco
e o frasco de reacdo é aguecido durante um curto espaco

de tempo;

- O produto é recolhido

10. Processo de acordo com as reivindicacdes 8 ou 9, em gque
o eluato de acido é uma solucdo aquosa de HC1l, enquanto
a base & uma solucdo aguosa de NaOH.

11. Kit de reacdo gue compreende:

- Um frasco contendo a molécula funcionalizada pozr
quelante e um composto capaz de sequestrar os catides de

metais;

- Um frasco ou uma seringa gque contém uma mistura

ultrapura apropriada de &cido férmico/formato de sédio.

12. Frasco contendo uma molécula funcionalizada  por

quelante, um composto selecionado capaz de sequestrar os
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13.

catides de metais e uma mistura ultrapuro adequada de de
dcido férmico/formato de sdéddio

Kit de reacdo de acordo com a reivindicacdo 11 e frascos
de acordo com a reivindicacdo 12, em que os referidos

frascos sdo frascos siliconizados.
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