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PROCESSO PARA A PREPARACAO DE COMPLEXOS DE %Ga
Dividido do BR 11 2014 003336 6, depositado em 10/08/2012

Campo da invencao

[001] A invencado lida com processos para a prepara¢ao de complexos
contendo isdtopos, em particular, complexos Uuteis como radiomarcadores
contendo o isétopo %8Ga.

Estado da técnica

[002] Apesar dos resultados promissores dos estudos clinicos recentes
que utilizam o radiomarcador rotulado como %Ga para imagiologia por PET, in
vivo, a meia vida curta do isdtopo (68 minutos) ndo permite uma distribuicao de
longo alcance em conjunto com a necessidade de uma “producao radio-
farmacologica” para o processo de marcacao, ainda proibe a sua utilizacao
generalizada na rotina da medicina nuclear.

[003] A marcacao com o Ga-68 é realizada através da complexacao
[formacdao de complexos] do metal radioativo com um agente quelante
adequado, em um meio de reacao no qual sdao introduzidas a dose radioativa de
®8Ga que conduz, a partir da eluicdo do gerador de %8Ga, a quantidade da
molécula a ser marcada (referida como molécula funcionalizada por quelante ou,
na nossa aplicagdo, precursora) e um tampao apropriado para assegurar o pH
ideal para a formacao de complexos.

[004] O entdo chamado gerador de ®Ga é uma resina comercialmente
disponivel e que contém germanio, a partir do qual o ®Ga desejado é formado
naturalmente pelo decaimento do germanio; portanto, a eluicao da resina, sob
as condicoes de pH adequadas, e na presenca de uma molécula funcionalizada
por quelante, permite a formacdo do complexo desejado contendo o ®8Ga;
dependendo da molécula funcionalizada por quelante selecionada, pode ser
necessario o aquecimento de 75 a 90 °C.

[005] Os principais limites para o sucesso da marcagao sao fornecidos pelo
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fato de que o pH adequado deve ser mantido constante e por competicao das
impurezas metdlicas com o Ga-68 durante o processo de formacao de
complexos.

[006] Em vista do mencionado acima, a pesquisa de um tampao
adequado, capaz de assegurar um pH padrao é, obviamente, um assunto tema
continuamente investigado pelos especialistas na marcacdo do %Ga e ainda em
aberto.

[007] Taltampao deve ser ndo toxico, apto para tamponar na gama de pH
de 3,5 a 5,0, ndo deve competir com os ions de galio e, de preferéncia,
apresentar uma fraca capacidade de formac¢ao de complexos do metal.

[008] Entre os diferentes tampdes relatados, os usados principalmente
até o momento sdo os tampdes HEPES (derivados de acido sulfonico) ou acetato;
no entanto, eles permitem trabalhar somente em uma gama restrita de pH
(Publicacao de Velikyan et al., Bioconjugate Chem, 2008, 19, 569-573) e pode
nao mais reter a capacidade exigida do tampao quando a acidez do eluato varia
um pouco.

[009] Por exemplo, até mesmo um pequeno aumento no volume do
elutato vindo do gerador faz com que o pH mude para valores que danificam a
formacao de complexos, resultando em elevada quantidade de Ga-68 livre. Isso
gera um risco de ndo cumprimento que torna obrigatdria a purificacao final. Em
adicdo, nao ha dados toxicolégicos disponiveis a respeito do tampao de HEPES:
a purificacao final também tem de ser realizada, a fim de remover, ou ao menos
reduzir, o HEPES antes da administracdo do radiofarmaco. Outros tampdes
foram propostos recentemente (WO 2010/092114) como uma solucdo eficaz
para a formacao de complexos do Ga-68, por exemplo, tampdes de lactato,
tartarato e carbonato. Estes tampdes compreendem ao menos duas fungdes de
coordenacao do Ga-68, superando o prejuizo que eles poderiam interferir com

a marcacgao. De qualquer forma, a sua utilizacdo tem sido testada com sucesso
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com fragdes reduzidas e purificadas do eluato gerador, sem isentar do
tratamento de pré-marcacao da solugao de Ga-68.

[0010] Um segundo limite importante € a competicdo de impurezas
metalicas, principalmente os cations trivalentes e bivalentes que derivam tanto
da fase estaciondria quanto do decaimento do Ga-68 (Zn). Estes metais sao
ligados, bem como o Ga-68, pela molécula funcionalizada por quelante,
reduzindo o numero de moléculas efetivamente disponiveis para a marcagao.
Isto pode resultar em uma formacao de complexo incompleta do Ga-68,
reduzindo a pureza radioquimica final da preparacao. No estado da arte, por
vezes, 0 Ga-68 ndao complexado pela molécula funcionalizada por quelante
durante a marcacao é completamente sequestrado com a adicao de pds-
marcacao de um excedente de quelante com afinidade reconhecida para o
isétopo, (por exemplo, o agente quelante EDTA), a fim de evitar a presenca de
elevada porcao de metais livres e para promover a sua eliminag¢ao, no caso da
administracdo da preparac¢do do radiofarmaco (WO 2010/141833 - Exemplo 2).
Uma formacao de complexos parcial do Ga-68 pode ser diferente em face das
grandes quantidades de molécula funcionalizada por quelante. No entanto, um
aumento da quantidade de precursor quelatado produz uma reducao
indesejavel da radioatividade especifica (a taxa entre o produto radioativo e o
produto ndo marcado) que pode piorar os resultados do diagndstico. De fato,
devido a competicdo com a molécula marcada para o mesmo receptor, a
presenca da molécula nao marcada pode apresentar um efeito negativo sobre a
concentracao de radioatividade no tecido alvo. Assim, uma SRA (radioatividade
especifica) elevada pode ser critica para o fornecimento de um contraste
suficiente em imagens de PET entre o tecido alvo e o seu adjacente. No estado
da arte, a presenca de ions metalicos em competi¢cao é normalmente reduzida
pela pré-purificacdo ou fracionamento do eluato antes da marcacao (conforme

descrito na patente WO 2010/ 092114), mas estas medidas fornecem uma perda
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desvantajosa da atividade de partida. Em adicao, se as etapas de pré-marcacao,
bem como a purificacao final, ndo podem ser evitadas, a marca¢ao do Ga-68
sempre sera baseada, em certa medida, na automacgao, pelo uso de um médulo
de sintese, tornando inviavel a estratégia do kit. Apesar do conhecimento
técnico necessario, isso requer tempo prolongado desfavordvel para a
marcagdo. Devido a meia vida curta do radionuclideo (t1/2 = 68 minutos) e a
atividade limitada fornecida pelo gerador, qualquer aperfeicoamento que vise
obter uma formac¢ao de complexos direta, muito rapida e de alto rendimento, é
altamente desejavel.

[0011] A partir de tudo o mencionado acima, é evidente a necessidade de
um processo que permita a prepara¢do de complexos de ®Ga que superem os
problemas mencionados acima.

Sumario da invencao

[0012] E descrito um processo para a preparacdo de complexos contendo
®8Ga, no qual um tampao de acido férmico/formiato, possivelmente na presenca
de compostos capazes de sequestrar os cations de metais, € utilizado na reagao
de formacado de complexos.

Descricdo detalhada da invencao

[0013] A presente invencdao permite superar o problema mencionado
acima por meio de um processo no qual o Ga-68 é formado em complexo de
forma efetiva por uma molécula funcionalizada por quelante em um tampao
aquoso de acido férmico/formiato.

[0014] O tampdo de acido formico/formiato mencionado acima ndo
apenas permite estabelecer o pH correto, mas também tolerar a variacdo de
volume/acidez do eluato.

[0015] De fato, a sua capacidade de tamponamento é centrada em um
valor de pH adequado para a formagao de complexos do Ga-68 e nao apresenta

a capacidade de formacdao de complexos de metal, de modo que nao fornece
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interferéncia com a marcacao. Em adicao, este tampao deve ser compativel com
a aplicacao farmacéutica, devido ao acido formico ser classificado como solvente
residual classe 3 (solventes com baixo potencial téxico) na farmacopeia para que
um limite de 5 mg/ml (5000 ppm) seja admitido.

[0016] Normalmente, como formiato, é preferido o formiato de sédio, mas
gualquer outro sal metdlico do acido férmico também pode ser usado.

[0017] A proporcdo de acido férmico/formiato é normalmente
compreendida entre 1 e 3,5.

[0018] Em adicao, a fim de enfrentar o problema da presenca de
impurezas metalicas, em vez de aumentar a quantidade da molécula
funcionalizada por quelante (fornecendo uma reducao do SRA) ou o pré-
tratamento do eluato gerador com as etapas de purificagdo que consomem
tempo e radioatividade, como é praxe normal na arte, foi descoberto que o
agente sequestrante pode ser utilizado no processo a fim de neutralizar as
espécies interferentes que deixam o Ga-68 mais livre para reagir com a molécula
de quelante funcionalizado.

[0019] Estes agentes sequestrantes, se presentes, agem como molécula
funcionalizada por quelante de suporte que, de forma temporaria ou
permanente, subtrai os metais que competem na reacao com as moléculas de
guelatadas funcionalizadas.

[0020] E importante notar que a funcdo dos agentes sequestrantes na
presenta invencao é a oposta a funcao dos agentes sequestrantes utilizados no
estado da arte, conforme descrito acima.

[0021] De fato, de acordo com os procedimentos conhecidos, no final da
marcacao de um agente sequestrante, com particular afinidade para o gdlio, ele
pode ser adicionado a fim de quelar a por¢ao nao reagida do isétopo, enquanto
gue, de acordo com a presente invenc¢ao, no inicio da reacao, é adicionado um

agente sequestrante apto para minimizar a competicao das impurezas metalicas.
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[0022] Obviamente, os agentes sequestrantes utilizados na presente
invencao devem, de preferéncia, se ligar aos metais concorrentes, em vez do ion
de GA-68, a fim de evitar a interferéncia com a principal reagcao de marcagao ou
a formacao das espécies secundarias marcadas.

[0023] Em adigao, de acordo com uma forma de realiza¢ao particular, a
invencao se refere também a processos para os radioisotopos de formacao de
complexos e, em particular, ao ®Ga, sendo que que as solu¢des tamponadas s3o
utilizadas em combinacdo com agentes sequestrantes conforme acima e
descrito a seguir.

[0024] De acordo com a invencao, por moléculas funcionalizadas por
guelantes, é pretendida qualquer molécula com a capacidade de segmentacgao
funcionalizada com um quelato apto para complexar os isdtopos radioativos tais
como o Ga-68.

[0025] Os quelatos preferidos para a formacao de complexos do Ga-68 de
acordo com a invencao podem ser escolhidos entre: DOTA e seus derivados,
NOTA e os seus derivados, PCTA e seus derivados.

[0026] Em geral, também pode ser feito o uso de qualquer quelato apto
para formar uma gaiola suficientemente estavel em torno Ga3+, em particular,
amina qualquer alifatico, macrociclico ou amina linear, ou amina macrociclo com
aminas terciarias.

[0027] Como molécula com capacidade de mirar é pretendida uma
molécula capaz de focar um processo biolégico de interesse terapéutico ou
diagndstico, vantajosamente um aminodacido, um peptideo, compreendendo
vantajosamente de 4 a 15, ou de 4 a 10 aminoacidos, um polipeptideo, uma
proteina, um vitamina, um monossacarideo ou um polissacarido, um anticorpo,
um acido nucléico ou um aptamero.

[0028] Entre as moléculas com capacidade de mirar Uteis para a invencgao,

pode-se citar (como exemplo e ndo como lista limitativa):
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- moléculas que focam os receptores de VEGF

- andlogos de bombesina ou moléculas que focam os receptores de GRP

- moléculas que focam os receptores de somatostatina

- 0s peptideos RGD ou moléculas que focam o avB3 e avp5

- anexina V ou moléculas que focam os processos apoptdticos

- moléculas que focam os receptores de estrogénio

- moléculas que focam a placa de ateroma

- as moléculas alvo exibidas em Topics in Current Chemistry, vol.222, 260-
274, Fundamentals of Receptor-based Diagnostic Metallopharmaceuticals.

[0029] Os agentes sequestrantes, se presentes, de preferéncia, sao
escolhidos no grupo constituido por:

- glicina e outros aminodcidos de quelacdo (por exemplo, metionina,
cisteina, etc...)

- éteres de coroa e éteres de coroa de nitrogénio

- composto organico eterociclico, por exemplo, 1,10-fenantrolina, 2,2’-
Bipiridina

- calixarenos

- quelante polidentado, por exemplo, proteinas, polissacarideos, e os acidos
polinucleicos

- 0s agentes quelantes naturais, por exemplo, catequinas, taninos, porfirina

- agentes quelantes lineares ou macrociclicos em geral (por exemplo os
podandos ou criptandos)

[0030] Normalmente, quantidades micromolares ou, mais
vantajosamente nanomolares, de agente sequestrante s3ao usadas, de
preferéncia, abaixo de 100 nanomolar, por exemplo, em um intervalo entre 20
e 25 nanomolar.

[0031] E importante notar que os agentes sequestrantes conforme

explicados acima podem ser vantajosamente utilizados também na reacao de
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formacao de complexos em que sao utilizados outros tampdes.

[0032] Portanto, é outra forma de realizacao da presente invengdo, um
processo que compreende aqui a reagdao de formacao de complexos de isdétopos
radioativos, em especial o %Ga, em que os agentes sequestrantes conforme
definidos acima s3do adicionados ao tampao de reacgao.

[0033] De preferéncia, a reacao de formacdo de complexos é realizada em
uma faixa de pH entre 3 e 4,5, mais preferivelmente entre 3,2 e 4,2, ainda mais
preferivelmente entre 3,4 e 4,0.

[0034] Os complexos obtidos de acordo com o processo descrito acima
também sao uma forma de realizacao da presente invencao; eles podem conter
acido formico/formiato abaixo de 10 mg/ml e o agente sequestrante (se
utilizado) abaixo de 100 nmoles.

[0035] Conforme mencionado, um gerador comercial (que consiste em
uma coluna de resina de suporte de germanio) é eluido com um eluente
contendo um acido (normalmente HCL) diretamente em um frasco contendo
formiato de tampdo e uma base.

[0036] Uma molécula funcionalizada por quelante (normalmente na
presenca de um agente sequestrante de metais, como por exemplo, a
fenantrolina) é adicionada em um frasco e o frasco de reacao é aquecido durante
um curto periodo de tempo; a solucdao do produto é coletada e verificada por
HPLC de fase reversa e ITLC (MeOH/acetato de amdnia 1M 1/1).

[0037] A ordem da adicao também pode ser invertida.

[0038] Por exemplo, o gerador comercial pode ser eluido com um eluente
contendo um acido (normalmente HCIl) diretamente em um frasco contendo
uma molécula funcionalizada por quelante (de preferéncia, na presenca de um
agente sequestrante de metal tal como, por exemplo, a fenantrolina).

[0039] O tampdo de formiato e a base sdo adicionados no frasco e a

mistura de reacao é aquecida durante um curto periodo de tempo.
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[0040] O eluato de acido normalmente é constituido por uma solucao
aquosa de um acido forte tal como, por exemplo, HCl, enquanto a base é uma
solucdo aquosa de uma base forte tal como, por exemplo, NaOH.

[0041] De um modo geral, a utilizacdo do tampao de formiato garante um
pH adequado, mesmo se ocorrerem variagdes na acidez do eluato e, deste modo,
reduzir a quantidade de Ga-68 nao complexado, devido a um pH muito baixo ou
um pH muito elevado, resultando em elevado conteddo de ®8Ga3* livre ou
hidréxidos de ®Ga, respectivamente. Além disso, a adicdo de um agente
sequestrante permite reduzir a quantidade de moléculas funcionalizadas por
guelante necessarias para se obter uma formacao de complexos completa do
Ga-68.

[0042] Estes dois aspectos permitiram ao requerente alcancar um grau de
formacao de complexos adequado, vantajosamente de ao menos 92%, 95% e
97%, e, consequentemente, uma pureza suficiente (de ao menos 92%, 95% e
97%), sem qualquer tipo de pré-purificacdo ou purificacao final. Uma vez que os
resultados obtidos confirmam a viabilidade de uma marcacao direta de Ga-68
gue nao requer a manipulacao ou purificacao, a formulacdao pode ser aplicada
na producao de um kit especifico.

[0043] Portanto, de acordo com uma forma de realizacdo particular, a
invencao se refere também a um kit que compreende:

- um frasco siliconizado contendo a molécula funcionalizada por quelante e
0 agente sequestrante selecionado;

- um frasco siliconizado ou uma seringa contendo uma mistura adequada
de formiato de sédio/acido formico ultra pura.

[0044] Em adicdo, a invencao também se refere a um Unico frasco
contendo a molécula funcionalizada por quelante, o agente sequestrante
selecionado e uma mistura adequada de formiato de sédio/acido formico ultra

pura.
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Exemplo 1
Marcacdo de peptideo DOTA-%3Ga com 3 ml de eluato de HCI 0,6 M

[0045] Foieluido um gerador comercial 30 mCi (de IDB) apresentando uma
fase estacionaria de SnO, com 3 ml de eluato HCI 0,6 M ultra puro, diretamente
em um frasco contendo 200 ul de tampao de formiato 1,5 M ultra puro e 400 pl
de NaOH 4,5 M ultra puro. A seguir, sdo adicionados 30 pg de peptideo DOTA e
4,5 ug de 1,10-fenantrolina e o frasco de reagao é aquecido a 95° C durante 7
minutos. O produto foi verificado por HPLC de fase reversa e ITLC
(MeOH/acetato de amdnia 1M 1/1) e a pureza radioquimica resultou em 98%
em ambos os testes.

Exemplo 2
Marcacido de peptideo DOTA de ®8Ga com 3,2 ml de eluato de HCI 0,6 M

[0046] Foieluidoum gerador comercial 30 mCi (de IDB) apresentando uma
fase estacionaria de SnO2 com 3,2 ml de eluato de HCl 0,6 M ultra puro,
diretamente em um frasco contendo 200 ul de tampao de formiato 1,5 M ultra
puro e 400 ul de NaOH 4,5 M ultra puro. A seguir, sao adicionados 30 ug de
peptideo DOTA e 4,5 ug de 1,10-fenantrolina e o frasco de reac¢ao é aquecido a
95° Cdurante 7 minutos. O produto foi verificado por HPLC de fase reversa e ITLC
(MeOH/acetato de amodnia 1M 1/1) e a pureza radioquimica resultou em 97%
em ambos os testes.

Exemplo 3:
Marcacido de peptideo DOTA de ®8Ga com 3 ml de eluato de HCl 0,6 M

[0047] Foram eluidos, em um gerador comercial 30 mCi (de BID)
apresentando uma fase estacionaria de SnO2 com 3 ml de eluato de HCI 0,6 M
ultra puro, diretamente em um frasco contendo 200 ul de tampao de formiato
1,5 M ultra puro e 400 ul de NaOH 4,5 M ultra puro. A seguir, sao adicionados 30
ug de peptideo DOTA e 15 pg de 12-coroa-4 e o frasco de reagao é aquecido a

95° Cdurante 7 minutos. O produto foi verificado por HPLC de fase reversa e ITLC
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(MeOH/acetato de amoénia 1M 1/1) e a pureza radioquimica resultou em
respectivamente 98% e 96%.

Exemplo 4:
Marcacdo de peptideo DOTA de 8Ga com 3 ml de eluato de HCI 0,6 M

[0048] Foieluidoum gerador comercial 30 mCi (de IDB) apresentando uma
fase estaciondria de SnO2 com 3 ml de eluato de HCl 0,6 M ultra puro,
diretamente em um frasco contendo 30 ug de peptideo DOTA e 15 pg de 12-
coroa-4. A seguir, sdo adicionados 200 pl de tampao de formiato 1,5 M ultra puro
e 400 ul de NaOH 4,5 M ultra puro e o frasco de reagao é aquecido a 95 °C
durante 7 minutos. O produto foi verificado por HPLC de fase reversa e ITLC
(MeOH/acetato de amoénia 1M 1/1) e a pureza radioquimica resultou em

respectivamente 98% e 96%.
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REIVINDICACOES

1. Processo para a preparacdo de complexos de ®8Ga, caracterizado pelo
fato de que a reacao de formacdo de complexos entre uma molécula
funcionalizada por quelante e %8Ga é realizada em uma solucdo aquosa
tamponada tendo uma faixa de pH de 3,0 a 4,5 na presenca de um agente
sequestrante, em que o referido agente sequestrante é adicionado no inicio da
reacao de formacao de complexos e é escolhido no grupo que consiste em: 12-
coroa-4, 1,10-fenantrolina e 2,2’-bipiridina,

e em que a referida molécula funcionalizada por quelante é escolhida no
grupo que consiste em: DOTA e seus derivados, NOTA e seus derivados, PCTA e
seus derivados.

2. Processo de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo fato de que
o pH da reacao é compreendido entre 3,2 e 4,2.

3. Processo de acordo com a reivindicacao 1 ou 2, caracterizado pelo fato
de que o pH da reacao é compreendido entre 3,4 e 4,0.

4. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 3,
caracterizado pelo fato de que a solucdo aquosa tamponada é um tampao
aquoso de acido férmico/formiato.

5. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 4,
caracterizado pelo fato de que:

- um gerador comercial de %8Ga é eluido com um eluato contendo um &cido
diretamente em um frasco contendo tampao formiato e uma base;

- um agente sequestrante é adicionado;

- uma molécula funcionalizada por quelante é adicionada no frasco e o
frasco de reacdo é aquecido durante um curto periodo de tempo;

- o produto é coletado.

6. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 4,

caracterizado pelo fato de que:
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- um gerador comercial de %8Ga é eluido com um eluato contendo um &cido
diretamente em um frasco contendo uma molécula funcionalizada por quelante;

- um agente sequestrante é adicionado;

- um tampao e uma base sao adicionados no frasco e o frasco de reacao é
aquecido durante um curto periodo de tempo;

- 0 produto é coletado.

7. Processo de acordo com a reivindicagdo 5 ou 6, caracterizado pelo fato
de que o eluato acido é uma solucao aquosa de HCI, enquanto a base é uma

solucdo aquosa de NaOH.
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