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DESENVOLVIMENTO DE METODOS DE PREPARAGCAO DE MICROESFERAS DE

POLIMERO E RESINAS MARCADAS COM HOLMIO-166

Renata Ferreira Costa

RESUMO

A expansdo do desenvolvimento de radionuclideos para uso em terapia de tumores,
permite que técnicas de tratamento de tumores sejam mais seletivas e adequadas.
Novos agentes tém como finalidade reduzir o tempo de tratamento e acelerar o tempo
de recuperacdo de muitos pacientes. O principal objetivo deste trabalho é o
desenvolvimento de microesferas de acido latico e resina marcadas com Holmio-166,
para que se obtenha um radiofarmaco que possa oferecer um tratamento localizado
do tumor e, portanto para que se tenha a maxima irradiacdo do tumor e a diminuigdo
dos efeitos de toxicidade nos tecidos adjacentes saudaveis. A metastase hepatica é a
principal causa de morte de pacientes com cancer de colo retal, para estes pacientes a
resposta da quimioterapia e da radioterapia é baixa. Uma alternativa é a radioterapia
interna seletiva utilizando microesferas marcadas com Hdélmio-166, um emissor B
(Emax=1,84 MeV), com um alcance maximo no tecido de 8,4mm e emissor de fétons
(81 keV, 6,2%), apropriado para a aquisicdo de imagens. A produgdo de H6Imio-166 é
possivel no reator nuclear IEA-R1 (IPEN-CNEN/SP), um reator de pesquisa com baixo
fluxo de néutrons. O Hélmio tem uma abundancia de 100% na natureza e segao de
choque de 64 barns. Isso permite produzir uma atividade de 344mCi (~12GBq)
(reator IEA-R1, 60 horas, 4,0x 10%n .st.cm™), o suficiente para producdo de doses
terapéuticas. As resinas de troca catidbnica, AG50W-X2, AG50W-X8, Amberlite,
Sephadex e Sepharose, foram marcadas com !®®*Ho. Todas elas apresentaram um
otimo resultado de marcagdo. As resinas AG50W-X2, AG50W-X8, Amberlite e
Sephadex ndo tém o tamanho de particula ideal para terapia de tumores hepaticos,
porém foi proposto que particulas com tamanho entre 100-450 um podem ser usadas
no tratamento de tumores de cabeca e pescoco. A resina Sepharose tem as
caracteristicas essenciais para terapia de tumores hepaticos. Entretanto, estudos in
vivo devem ser realizados para comprovar a sua eficacia. O preparo das microesferas
de acido latico ndo foi bem sucedido, mas a primeira fase da preparagdo apresentou

bons resultados.




DEVELOPMENT OF METHODS OF PREPARATION OF POLYMER-BASED AND

RESIN-BASED MICROSPHERES LABELED WITH HOLMIUM-166

Renata Ferreira Costa

ABSTRACT

A surge in research activity is expanding the applications for therapeutic
radiopharmaceuticals, which are employing more sophisticated targeting
methodologies and more appropriate therapeutic isotopes for the tumors being treated.
These new agents will reduce treatment time and accelerate recovery for many
patients. The aim of this work is the development of resin-based and acid lactic-based
microspheres labeled with '®®Ho, in order to obtain selective delivery of radioisotopes
to the tumor, thus maximizing the irradiation effect while sparing toxicity to the
surrounding healthy liver. Liver metastases cause the majority of deaths from
colorectal cancer, and response to chemotherapy and external radiotheraphy is poor.
An alternative is an internal radionuclide therapy using microspheres labeled with
188Ho, a beta minus emitter (Emax=1.84 MeV), with maximum tissue range 8.4 mm,
that also emits photons (81keV, 6.2%) suitable for imaging. The production of **Ho is
feasible in the IEA-R1 Reactor at IPEN-CNEN/SP, a low power reactor with low neutron
fluxes. The nuclear reaction has a cross section of 64 barns and '**Ho has a natural
abundance of 100%. It is possible to produce 344 mCi (~12GBq) (IEA-R1 Reactor, 60
hours, 4,0x 10%3n .st.cm™) a sufficient therapeutic dose, depending on the demand of
doses. The cation exchange resins, AG50W-X2, AG50W-X8, Amberlite, Sephadex and
Sepharose, were labeled with *®*Ho. All the resins showed a very good retention.
Although AG50W-X2, AG50W-X8, Amberlite and Sephadex did not have the right
particle size, it is suggested that particles of 100-450 um could be used in the
treatment of head-and-neck tumours. Sepharose labeled with *®*Ho has essential
characteristics for treatment liver therapy. However, further in vivo studies should be
performed to prove its effectiveness. The preparation of acid lactic-based
microspheres was not successful, but the first step of the preparation was very

effective.
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1- INTRODUCAO

1- Medicina Nuclear

A Medicina Nuclear € o ramo da medicina especializada no uso de
radionuclideos para diagnoéstico e terapia. Esta modalidade, baseada em radiois6topos
e em principios fisicos, foi desenvolvida na década de 50. Um dos primeiros
radiois6topos usado em Medicina Nuclear foi o lodo-131 (**'I; Egmax= 606 keV, ly=
89,9%; E,=364 keV, I,= 81,7%) utilizado para tratamento de doencas da tiredide,
cancer da tiredide e hipertireoidismo [1].

O desenvolvimento da Medicina Nuclear tem uma importante contribuicdo de
cientistas de diversas areas como quimica, fisica, medicina, farmacologia, engenharia
e tecnologia. A especificidade da medicina nuclear possibilita o diagndstico e a terapia
mais precisos, objetivos e Uteis [2]. Um elemento radioativo é ligado a um grupo
quimico, sintetizando-se um radiofarmaco que, por sua vez, apresenta afinidade por
determinados tecidos patologicos ou ndo. Estes radiofarmacos sdo administrados via
oral, intravenosa, intracavitaria ou por inalacao [3].

Os radiois6topos emissores B sdo usados tanto para diagnéstico como para
terapia, sendo que em altas doses s&o utilizados apenas para terapia. O 'l é
extensamente utilizado para ambas as técnicas, pois a energia depositada no tecido é
maior em relagdo ao um radiois6topo emissor y. Para que estes radiois6topos
cheguem a regido desejada é necessario que tenha afinidade natural ou que se ligue a
um carregador que possa “transporta-lo” até os tecidos desejados.

Este trabalho tem como foco principal desenvolver microesferas (carregadoras)
marcadas com um radiois6topo (*°*°Ho) para terapia de cancer de figado, com o

maximo de irradiacao dos tecidos tumorais, sem agredir os 6érgaos adjacentes.




1.2- Anatomia e Fisiologia do Figado

O figado (FIG. 1) ocupa uma posi¢cdo anatdmica estratégica entre a circulacdo
portal e sistémica, assumindo importante papel nos sistemas de defesa organica e
execucdo de diversas fungcbes metabdlicas. Pesa de 1.200-1.500 g e representa, em
geral, cerca de 1/50 do peso corporeo. Caracteristicamente o figado é perfundido por
sangue proveniente da veia porta, cujos ramos se prolongam até as veias hepaticas.
Recebe ainda suprimento a partir da artéria hepatica, rica em oxigénio, porém pobre
em solutos. Esta dupla irrigacao leva a ocorréncia de um sistema tipico de circulacao,
conferindo ao 6rgéo:

> Heterogeneidade funcional, traduzida por hepatécitos morfologicamente
semelhantes, porém funcionalmente diversos;

> Elevada capacidade metabdlica de produtos intermediarios, gerando
oferta de solutos para 6rgdos distantes, como: cérebro, coracdo, rins e musculos;

> Capacidade de participar da circulacdo éntero-hepatica, através da qual

secreta substancias que, posteriormente, sao secretadas através da bile [4].

Figado ——xn __

Ducto clstico———

Vesicula biar——— " Weia hapatica

Duscto biliar comumm—— Arléria hepalica

Eslincter de Oddi ——__ ~ ™ Veia paria
Duodent ——— * Ducto hepatico
T —— COMLIT

FIGURA 1 - Anatomia do Figado [5]




Geralmente, o vaso aferente drena o sangue desoxigenado em direcdo ao
coracao, ja que o figado é o Unico 6rgdo que recebe (parte do) sangue da artéria,
neste caso, a artéria hepatica. Este sangue é drenado pela via hepatica e mais de
70% da irrigacdo sanguinea do figado é derivada das veias, a veia portal, que
transporta o sangue de grande parte da regido abdominal e do trato gastrintestinal e
do bago, pancreas e vesicula biliar [4]. Um dos primeiros a realizar um estudo
sistematico da vascularizacdo de tumores intra-hepaticos foi Bierman et al. [6], que
realizaram um estudo angiografico da artéria hepatica comum em pacientes,
principalmente com tumores de figado secundéarios e em pacientes com figados néo
comprometidos. Concluiram que o fluxo sanguineo em tumores vascularizados é
significantemente maior do que no figado sadio e, o mais importante, o transporte
sanguineo da neoplasia localizada no 6rgao é predominantemente originado na artéria
hepatica.

A nutricdo sangliinea das neoplasias advém principalmente da artéria hepatica,
tanto nas lesbes primarias do figado como nas metastases. Este aspecto foi
inicialmente comprovado por estudos que utilizaram técnicas de injecdo e seccdes
anatbmicas. Através da injecdo de materiais com is6topos radioativos, nutrientes

apresentavam maior concentragcao intra-tumoral sempre que injetados por via arterial

[71.

1.3- Cancer de Figado

O figado, em decorréncia do seu posicionamento anatébmico, recebe todo o
sangue drenado do trato digestivo, tornando-se por isso um 6rgdo propicio a
instalacdo de neoplasias, sobretudo as metastaticas que, em geral, sdo multiplas e

podem envolver um ou ambos os lobos hepaticos [7].




1.3.1- Tratamentos

Uma importante indicacdo que estd recebendo atencdo em pesquisa € cancer
de figado ndo ressecavel que tem um grave prognostico e € um problema médico
presente em toda parte, uma vez que a quimioterapia sisttmica tem se mostrado
relativamente ineficaz no tratamento de doencas malignas do figado e o parénquima
hepatico apresenta uma intolerancia as altas doses da radioterapia externa nos tecidos
sadios. Novas modalidades de tratamento estdo se evidenciando e introduzidas

clinicamente. As terapias propostas podem ser categorizadas em trés grupos [8]:

» Percutanea/ laparoscopia/intra-operatoéria e técnicas de ablagcdo: ablacado
térmica (radiofreqiéncia, laser, microondas, crioablacdo, injecdo de etanol e
braquiterapia intersticial);

» Técnicas localizadas: infuséo arterial hepéatica, quimioembolizagéo arterial
transcateter, terapia de radionuclideos marcados com lipiodol, terapia de microesferas
radioativas;

» Biolbgica e terapias alvos: anticorpos monoclonais, vacinas contra o cancer,

inibidores angiogénicos e terapia genética.

A radioterapia interna seletiva é, relativamente, um novo método que pode ser
aplicado em pacientes que tenham multiplas ou grandes metéstases, as quais nao sao
apropriadas para ressec¢do cirurgica ou técnicas de ablacdo. Esta terapia esta
relacionada com a aplicacdo de microesferas radioativas nos sitios de metéastases
hepéticas, que sédo supridas pelo fluxo sanguineo. A radioterapia interna seletiva esta
sendo investigada para o tratamento de metastases hepaticas provenientes de
carcinoma colo retal e outros tumores hepaticos por grupos de pesquisadores em todo

mundo, com uma resposta positiva na ordem de 80-90% [7, 9-10].




1.3.2 — Incidéncia no Mundo

Os tumores hepaticos, tanto a primeira como a segunda incidéncia, apresentam
altos indicios na populagdo. A cada ano, no mundo todo, mais de 600.000 pessoas
desenvolvem carcinoma hepatocelular (CHC) e cancer da arvore Dbiliar
(colangiocarcinoma). As metastases hepaticas apresentam uma maior incidéncia,
originadas de outros tumores em outros 6rgdos e drenadas pela veia porta. As
metastases, comumente, sao provenientes do cancer colo retal, com,
aproximadamente, um milhao de novos casos por ano [11].

A mortalidade é alta tanto para céancer de figado primario como cancer colo
retal. E eminente que 82% da prevaléncia dos casos de CHC sdo de paises em
desenvolvimento, apresentando uma alta incidéncia na Africa Subsariana, o leste e o
sudeste Asiatico. Este alto indice esta relacionado com a alta prevaléncia de hepatite B
e C. Em 1970, descreveu-se a associacdo positiva entre o CHC e testes positivos para
hepatite B[12]. O CHC de virus da hepatite C é o tumor maligno primitivo mais
frequiente no figado. Predomina no sexo masculino e tem tendéncia evolutiva para
levar a morte no prazo de 3 a 6 meses, a partir do diagndstico.

Em termos de incidéncia, o cancer de coélon e reto é a terceira causa mais
comum de cancer no mundo em ambos 0s sexos e a segunda causa em paises
desenvolvidos. Os padrBes geograficos sdo bem similares entre homens e mulheres,

porém, o cancer de reto é cerca de 20 a 50% maior em homens na maioria das

populacdes [13].

1.3.3- Incidéncia no Brasil

O numero de casos novos de cancer de cdélon e reto estimados para o Brasil no
ano de 2008 é de 12.490 casos em homens e de 14.500 em mulheres. Estes valores
correspondem a um risco estimado de 13 casos novos a cada 100 mil homens e 15

para cada 100 mil mulheres [14].




Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de célon e reto
em homens é o terceiro mais freqiente na regiao Sudeste (19/100.000). Nas regibes
Sul (21/100.000) e Centro-Oeste (10/100.000) ocupa a quarta posi¢cdo. Nas regides
Nordeste (4/100.000) e Norte (3/100.000), ocupam a quinta e sexta posicao,
respectivamente. Para as mulheres é o segundo mais freqiente na regidao Sudeste
(21/100.000), o terceiro mais frequente nas regifes Sul (22/100.000), Centro-Oeste
(11/100.000) e Nordeste (6/100.000), enquanto na regido Norte (4/100.000) é o
quinto mais frequente [14].

O fator de risco mais importante para este tipo de neoplasia é a histéria
familiar de cancer de cdlon e reto e predisposicdo genética ao desenvolvimento de
doencgas crbnicas do intestino (como as poliposes adenomatosas), além de uma dieta
com base em gorduras animais, baixa ingestdo de frutas, vegetais e cereais; assim
como, consumo excessivo de alcool e tabagismo e a incidéncia de Hepatite B e C. A
pratica de atividade fisica regular estd associada a um baixo risco de desenvolvimento
do céncer de cdlon e reto; além disso, a idade também é considerada um fator de
risco, uma vez que tanto a incidéncia como a mortalidade aumenta com o aumento da

idade [15].

1.4- Modalidades de Tratamentos Convencionais

1.4.1-Resseccdo Cirargica

Resseccdo hepatica é opcdo de tratamento para cancer primario e secundario
de figado e o Unico tratamento que é potencialmente curativo, ainda que seja uma
pequena porcentagem dos pacientes sdo elegiveis as intervengdes cirurgicas, isto €,
tumores solitarios ou um pequeno numero deles e dependendo da localizacdo do
tumor. A respeito das metastases de cancer colo retal, foi estimado que a
porcentagem de pacientes que sdo direcionados para o tratamento cirdrgico com a

intencao de curar é na ordem de 20-30% [16].




1.4.2- Quimioterapia Sistémica

Os CHC séao conhecidos por resistirem a quimioterapia (QT) e, se considerar
que ndo sao ressecaveis, serdao rapidamente fatais, caso nao se especifique o
tratamento dado, a média de sobrevida é de apenas 1,6 meses (excluindo o estagio
de classificagéo) [17].

Porém, em publica¢gdes recentes, uma melhora consideravel esta sendo citada.
Por exemplo, Llovet et al.[18] publicaram uma média de sobrevivéncia de 17 meses
em 102 pacientes cirréticos com CHC nao ressecavel direcionados a tratamentos

sintomaticos (até 60 meses, 77% dos pacientes morreram).

1.4.3-Radioterapia Externa

A radioterapia (RT) externa convencional é limitada pela tolerdncia hepatica
que é relativamente baixa, o figado sadio pode tolerar uma fracdo de 30-35Gy [19].
Para se conseguir a eliminacao total do tumor na RT externa é necessario, no minimo,
50Gy, assim, a modalidade néo é apropriada para o tratamento de malignidades intra-
hepéticas [20,21]. Além disso, podem ocorrer doencas hepéaticas induzidas pela
radiacdo, uma severa doenca que provoca a oclusdo venosa, em alguns casos pode-se
recuperar, mas pode levar a faléncia hepatica. Este fato foi notado em 5-10% dos
pacientes que receberam uma dose equivalente [22]. Outras doencas também podem
ocorrer, como ascite e aumento das enzimas hepéticas [23].

A RT externa levou de 10-15 anos para alcancar um alto nivel, devido ao
desenvolvimento da radioterapia 3D (3DCRT) [8]. Esta técnica utiliza recursos
computacionais para criar uma imagem tridimensional do tumor com multiplos feixes
de radiacdo podendo ser exatamente a forma do tumor até o contorno da area de
tratamento. Em comparacdo com a radioterapia convencional, o 3DCRT permite uma
alta dose de radiagdo no tumor e a diminuicdo da dose nos tecidos adjacentes sadios

[24]. Recentemente, foi publicado que o 3DCRT é considerado a terapia mais segura e




importante com taxas de respostas substanciais com uma toxicidade aceitavel [25].
Todavia, em outra recente publicacdo, os pacientes com cancer de figado néo-
ressecavel (cancer hepatobiliar primario e metastases de cancer colo retal) foram
tratados com o 3DCRT e a infuséo arterial de floxuridine (QT), este estudo sugeriu um
beneficio para a sobrevida do paciente com a combinacdo dos tratamentos [26]. A
média de sobrevida em pacientes com CHC, colangiocarcinoma e cancer de colo retal
metastatico foi 15,2, 13,3 e 17,2 meses, respectivamente, sendo que 85% dos
pacientes morreram. A aplicacdo desta técnica para o tratamento de cancer de figado
é limitada, pois é adequada apenas para tratamento de pacientes com um pequeno

numero de tumores e nao é apropriada para o tratamento de doencas hepaticas

difusas [27].

1.4.4-Transplante hepatico

O numero anual de transplantes hepaticos realizados nos Estados Unidos e na
Europa é cerca de 5.000 e 4.000, respectivamente [28]. Em 2007, no Brasil, foram
realizados 997 transplantes hepaticos [29].

Avancos em cuidados clinicos e em técnica cirdrgica permitiram melhora na
sobrevida dos pacientes submetidos a transplante hepatico. Nos ultimos anos, varios
servicos americanos e europeus relataram indices de sobrevida excepcionalmente
elevados no primeiro ano pos-transplante, em torno de 85% [30]. A maioria das
mortes ocorre no primeiro ano pos-transplante, particularmente nos primeiros trés
meses e é geralmente devida a disfuncdo primaria do figado, complicacbes técnicas e
infeccdo [31]. No Brasil, onde a maioria dos servigos nao realiza transplante hepatico
com regularidade e o numero de transplantes e o tempo de seguimento dos pacientes
sao reduzidos, os dados de causa de 6bito sdo escassos [32]. Porém, o Brasil dispde
do maior programa publico de transplantes do mundo, em relacdo a outros paises,
tendo em vista a populacao brasileira que necessita do transplante hepatico. Em 2003,

foram realizados mais de 8.500 transplantes de 6rgdos e tendo ainda uma fila de




espera de quase 60 mil pessoas no mesmo ano. Trata-se de uma conquista
incontestavel do sistema de saldde brasileiro, mas alguns aprimoramentos s&o
necessarios [33].

Por outro lado, devido a caréncia de 6rgaos no pais, o periodo de espera nessa
situacdo era prolongado, ocorrendo progressao da cirrose e do CHC e realizagdo do
transplante em condi¢cdes menos favoraveis. O risco de progressdo do CHC durante o
periodo em lista de espera, ultrapassando-se os critérios para indicagdo do transplante
varia, em alguns estudos, de 20% a 50% [34].

A Associacdo Brasileira de Transplantes de Orgdos (ABTO), em campanha
“Preserve a Vida: Seja um Doador de Orgédos” (FIG. 2), faz a seguinte citacdo [35]:
“Por mais evoluida que seja a tecnologia médica disponivel e o funcionamento da
estrutura hospitalar, ndo existe transplante sem o envolvimento da sociedade em
todas as etapas do processo: quer seja no apoio as campanhas de esclarecimento
publico e de estimulo a doacdo de 6rgaos, no acompanhamento e controle das listas
de espera, quer seja na compreensao e aceitacdo desde que obedecida os limites das
fronteiras da bioética - dos avancos cientificos que beneficiam a humanidade. Ao
falarmos do envolvimento da sociedade ndo estamos nos referindo a algo abstrato.
Estamos falando de nés proéprios, pois somos nds, em Ultima instancia, os doadores de

6rgdos.”

FIGURA 2 - Campanha da ABTO incentivando a doac¢éo de 6rgéos no Brasil [35]
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1.5- Modalidades de Tratamentos Alternativos

Os pacientes candidatos a terapias paliativas de tumores hepaticos devem
preencher duas condi¢des fundamentais [36]:

> Terem suas lesdes confinadas ao parénquima hepatico - uma das
premissas das terapias loco-regionais € a obtencdo de altas concentragbes dos
agentes terapéuticos no 6rgdo envolvido, com pouca repercussao sistémica das drogas

utilizadas;

> As lesdes hepaticas ndo devem apresentar possibilidade de cura.

1.5.1- Agentes Quimioterapicos e Embolizantes

As drogas para quimioterapia loco-regional devem apresentar duas

caracteristicas [36]:

> Devem ser rapidamente absorvidas pelo figado (clareamento da
primeira passagem), o que garante uma concentracdo 100 a 400 vezes superior a
concentracdo sistémica;

> A droga deve ser tanto mais efetiva quanto maior a sua concentragao.

Dentre os agentes de oclusdo temporéria as maiores experiéncias sdo com o
gelfoam, o alcool polivinilico (PVA) e o lipiodol. A recanalizacdo ocorre geralmente em
torno de duas a seis semanas (estudos em animais). Considera-se que o PVA é de
oclusdo permanente, porém, como sempre ocorre uma circulacdo parasitica que
envolve as lesdes tumorais, nenhum agente embolizante é realmente permanente
[36].

O lipiodol é um agente embolizante oleoso, inicialmente utilizado como
contraste diagndstico, incluindo nos estudos do figado. Atualmente existem evidéncias

que suportam a combinagcdo do lipiodol e particulas nas quimioembolizacdes
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hepéaticas. O lipiodol flui para as vénulas portais antes de entrar no leito tumoral. Ele é
empurrado pelo fluxo arterial, obstruindo os shunts arterioportais. Com a adicao de
microparticulas, a lavagem do lipiodol é retardada, formando efeito sanduiche. Este
efeito obstruiria o fluxo sangilineo reciproco para a lesdo, aprisionando o
quimioterapico junto ao tumor [37]. Estudos clinicos comprovaram o efeito sinérgico
da associacao entre esses agentes e o quimioterdpico, com maior necrose tumoral e
prolongamento da sobrevida [38].

Os pacientes que melhor se beneficiam da quimioembolizacdo hepatica sao
aqueles que estdo em estagio precoce da doenca. Muitos pacientes sdo encaminhados
para as terapias loco-regionais em fase avancada da doenca, o que por si sO afetaria o
prognostico deles. Varios fatores afetam a resposta e a sobrevida. Os resultados do
tratamento regional dos tumores hepaticos podem ser avaliados com base na reducao
do tamanho das lesdes, alivio dos sintomas e prolongamento no tempo de
sobrevida[36].

A quimioembolizacdo com 5-fluorouracil (5-FU) e dexorrubicina mostrou-se
eficaz no tratamento de metastases hepaticas de tumores gastricos, com taxa de
sobrevida corrigida em 1 e 2 anos, respectivamente, de 92% e 53%, e sobrevida de
cerca de 20 meses. Este resultado € comparavel com o da ressecgéo cirargica [39].

A embolizacdo transcateter tem sido utilizada com Gelfoam ou com alcool
polivinilico (PVA). Tem sido relatada melhora objetiva em 70% a 90% dos casos, com
reducdo do nivel sérico de hormonios e alivio dos sintomas. A combinacdo de
embolizacdo e 5-FU sistémico tém mostrado resultados semelhantes, que persistem

por pelo menos 18 a 24 meses [40].

1.5.2-Ablagdo Tumoral

Dentre as técnicas de ablacdo tumoral, destacam-se as que utilizam injecao

intralesional de agentes quimicos (alcool, solucdo salina e acido acético) [36] e

aquelas mediadas pela acdo térmica (radiofrequiéncia, laser, terapia com microondas e
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crioterapia) [41,42]. Todos esses métodos induzem a morte celular por necrose de
coagulacdo. Varios estudos demonstram bons resultados em promover a necrose
completa; no entanto, o pequeno nimero de estudos randomizados e a variabilidade
dos trabalhos publicados limitam a inclusdo sistematizada dessas técnicas na pratica
clinica [43]. A maioria delas é realizada por via percutanea, sendo uma das vantagens
dessa via a possibilidade de sedacdo consciente, reduzindo a morbidade e os custos
[43,44]. Outras sdo executadas por laparotomia ou laparoscopia [45]. Todos esses
tratamentos necessitam de métodos de imagem para localizar e atingir o tumor,
monitorizar o tratamento e avaliar sua eficacia. A ultra-sonografia € o método mais
utilizado para guiar os médicos durante os procedimentos, pelo facil acesso, baixo
custo e simplicidade [36,43]. Dentre essas técnicas destacam-se, hoje em dia, a
injecdo percutanea de alcool e a utilizacdo da radiofreqiiéncia, como as terapias mais

acessiveis de ablacdo tumoral.

1.6- Aplicacdes Terapéuticas utilizando Radiofarmacos

O desenvolvimento de radionuclideos para terapia vem sendo estudado,
principalmente, para a area da oncologia. A terapia com radiofarmacos existe a pelo
menos 60 anos e oferece beneficios substanciais para pacientes com cancer, em
particular, pacientes com cancer da tiredide. No mundo, um grande numero de
ensaios clinicos para tratamento de cancer primario utilizando radiofarmacos esta em
desenvolvimento. O sucesso dos ensaios clinicos com radioterpicos aumentara a sua
demanda nos préximos anos. Com o objetivo de encontrar as necessidades para uma
futura expansdo e suprir o crescimento da importante aplicacdo terapéutica de
radiofarmacos em medicina nuclear e oncologia, é importante desenvolver e manter
uma constante confiabilidade da producdo de radioterapicos com qualidade exigida e
quantidades desejadas [46].

Um radiois6topo, para ser utilizado em terapia em Medicina Nuclear, deve

apresentar algumas propriedades, tais como [47]:
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Minimizar os efeitos da irradiacdo em células sadias e concentra-lo em

células cancerigenas;

>

>

Radiois6topos como

Tempo de meia-vida entre algumas horas e 70 dias;

Emissores beta () ou alfa (o) de alta energia (E =1 MeV);

A razdo radiacdo nao penetrante/radiacdo penetrante deve ser a maior
possivel;

Radiacdo gama associada de baixa energia € Util para aquisicdo de imagens
e para estudos de biodistribuicéo;

Produto de decaimento deve ser estavel (ou n&o emitir radiacdo
particulada);

Alta atividade especifica;

131) 188Re. 7Ly, °°Y e o '*°Ho apresentam caracteristicas

favoraveis para a utilizacdo na radioterapia interna com radionuclideos [48].

1.7 - H6ImMio-166

As propriedades fisicas do decaimento do H6lmio-166 (*°*°Ho) estéo descritas na

TAB. 1 [49,50].




TABELA 1: Propriedades do **°Ho
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Forma encontrada na 18540
natureza
Numero Atémico 67

Classificacao Periddica

Producéo
Meia-vida Fisica
Energia de Radiacdo

m

Energia de Radiacédo

®

Alcance Maximo (B)
no tecido

Meia Espessura

Forma Quimica

Pureza Radionuclidica

Série dos Lantanideos (terras-raras)

%5Ho (N, y) **°Ho.
26,83 horas, decai para Erbio-166.

0,081 MeV (6,24%)

1,379 MeV (0,93%)

Maxima 1,855 MeV (51%)

Média 1,776 MeV (48%)

8,4 mm

Pb 9mm

Cloreto de Hélmio (em HCI 0,1 mol.L™)

>99%

Como pode ser observado, o ®®*Ho possui caracteristicas fisicas favoraveis para

uso como um radioterapico.

1.7.1-Producéo de **°*Ho

O hdélmio é facilmente produzido pela reacdo de captura neutrdnica, que ocorre

em um Reator Nuclear:

165HO (n,'}/) 166HO
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O Hélmio possui apenas um isétopo natural, o ***Ho, com abundancia de 100%.
A secado de choque da reacdo é de 64 barns.

Mumper et al.[51] descreveram a irradiacdo de uma amostra de 50mg de
microesferas com hélmio e 150mg de inositol por 3 horas, em um fluxo térmico de
8,88x10* n.cm™.s™, resultando em 1295MBqg (35mCi) de atividade. O inositol foi
adicionado para dispersar o calor produzido durante a irradiacdo com néutrons.

No OAK Ridge National Laboratory,o radiois6topo, ***Ho é produzido em reator,
pela captura de néutrons em um alvo de 6xido de hélmio ( Ho,O3 ). Este é dissolvido
em &cido cloridrico (HCI) e acido nitrico (HNO3), evaporado a secura e o residuo é
dissolvido em HCI 0,1M [49].

O 'Ho também pode ser produzido através do decaimento do 1D
p P Yy

(t1,,=81,5h) pela seguinte reacao nuclear [52]:

164Dy (n,Y) 165Dy (n/Y) 166Dy B- 166H0

Para realizar a separacdo quimica podem-se usar varios reagentes organicos
como: alfa-HIBA, HDEHP e TBP [53].

Na reacdo direta a atividade especifica € menor em relagdo a reacgao indireta,
porém a atividade total produzida é maior. A reacdo direta é Util para a marcacao de
microesferas e de fosfonatos (dor 6ssea), enquanto o **°*Ho produzido pela via indireta
é preferido para a marcagdo de biomoléculas, pelo fato da atividade especifica ser

maior, pois a presenca de outros radiois6topos do Ho serem menores.

1.8 — Terapia Interna Seletiva utilizando Microesferas [54]

A aplicacdo de microesferas em um 6rgéo alvo com a droga especifica diminui
os efeitos adversos, ja que apenas aquele 6rgao recebera a dose. Claro que os tecidos
adjacentes receberdo uma pequena porcentagem da dose dependendo do tipo de

material aplicado, além da via sistémica que supre a regido a ser atingida. Esta
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técnica tem uma aplicacdo particular em um 6rgao isolado que possui uma Unica via
arterial aferente que o supre, como o figado. O uso de microesferas radioativas

promove a irradiacdo do tecido alvo e bloqueio parcial do fluxo venoso/arterial.

1.8.1 - Materiais das Microesferas

As propriedades ideais para que ocorra a marcagédo das microesferas com um

radiois6topo sao[55]:

» Alta estabilidade mecénica, para que possa resistir ao desgaste quimico
quando passar pelos capilares sanguineos;

» Estabilidade quimica para nao sofrer radidlise;

» Distribuicdo do tamanho adequado para que algumas particulas nao fiquem
sedimentadas no capilar ou, ao contrario, sigam para outro 6rgdo e facilidade de
marcacao;

» O radionuclideo deve ter uma emissao de raios beta maior que raios gama

e um tempo de meia-vida fisica intermediéaria (dias).

O tamanho considerado ideal das microesferas € entre 20-50 um para que
alcance as arteriolas do figado por completo. As esferas sao introduzidas por um
cateter na artéria hepatica, apds a administracdo de drogas vasoativas. As
microesferas podem ser feitas de polimero, albumina, resinas de troca ibnica e

material inorganico [56].

1.9- Terapia com Radionuclideos para Cancer de Figado

A embolizacdo por microesfera radioativas (FIG. 5) para o tratamento de

cancer de figado € um conceito promissor, mas ndo é recente. Desde o inicio dos anos
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60, pacientes com cancer tém sido tratados com as microesferas marcadas com [trio-

90 ( *°Y, Emax=2,28MeV, 1;=100%;T1,,=64,1h) [57].

s

P =N

FIGURA 3 - llustracdo das microesferas no figado por embolia [58]

1.9.1- Primeiras AplicacOes de Microesferas Radioativas

O primeiro estudo com microesferas radioativas foi publicado por La Fave et al.
[59] em 1963, onde os pesquisadores marcaram microesferas de material cerdmico
com °°Y, com uma faixa de tamanho de 40-60 um. Estas microesferas foram injetadas
em coelhos brancos (Nova Zelandia) com o carcinoma Vx2 pela artéria hepatica para o
tratamento de tumores hepaticos. O objetivo deste estudo foi mostrar que a
radioterapia interna pode retardar o crescimento do tumor. A conclusdo foi que a
administracdo destas microesferas inoculadas mostrou-se um o6timo inibidor do
crescimento tumoral, assim como o0s autores previam.

Blanchard et al. [60] realizaram um outro estudo com microesferas plasticas
marcadas com °Y (15 + 3um). Elas foram injetadas em 18 coelhos brancos (Nova
Zelandia) com o carcinoma Vx2. Neste estudo as microesferas foram injetadas pela
veia porta e um grupo de controle recebeu microesferas ndo radiativas. Os autores
concluiram que nos animais que receberam as microesferas marcadas com *°Y os

tumores nao progrediram ou foram completamente eliminados, ja os coelhos que
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receberam microesferas n&o radioativas tiveram uma progressao no crescimento
tumoral.

Um outro estudo foi realizado pelo mesmo grupo, também, com coelhos
brancos (Nova Zeladndia) com carcinoma Vx2, cujo objetivo era mostrar a origem da
vascularizacdo do tumor do figado, no qual foram utilizadas microesferas de ceramica
ou plastico marcadas com o Escandio-46 (4680; Egmax:357 keV;l,= 100%; E,=0,889 e
1,121 MeV; 1,=100% e 100%; T,,,= 83,3 dias). As microesferas foram injetadas tanto
na artéria hepatica como na via mesentérica. Em ambas as vias, o resultado ndo teve
uma notavel diferenca em relacdo a média de contagem no tecido hepatico, mas isso
ndo aconteceu quando se leva em conta a média da contagem no tecido tumoral.
Este estudo demonstra que o carcinoma Vx2 induzido em coelhos é um modelo animal
confiavel e o transporte sanguineo de tumores Vx2 é de origem arterial, assim como
em pacientes [61].

Em um estudo clinico o grupo de Blanchard et al. [62] publicou um trabalho
que envolvia um grupo heterogéneo com 31 pacientes com cancer nao-tratavel. Eram
26 pacientes com carcinoma de regibes variadas e 5 pacientes com glioblastoma.
Todos foram tratados com microesferas de ceramica marcadas com °°Y (40-60um;

555-14.000MBq ou 15-380 mCi). As microesferas foram administradas de 4 maneiras:

> Infusdo na corrente sanguinea (intravenoso ou intrarterial);

> Injecdo intratumoral direta;

> Incorporacdo de uma sutura Silastic na parte externa do tumor;

> Impregnacdo de uma esponja gelatinosa implantada na cavidade

tumoral (apenas para tumores cerebrais).

Alguns pacientes parecem ter recebido algum beneficio apdés o tratamento,
porém, cerca de 30% destes pacientes sofreram complicacdes de natureza variada.
Todos os pacientes com cancer de figado nao tiveram complicagbes clinicas. Os

autores explicam que poucos pacientes podem ser incluidos neste estudo, ja que os
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critérios sdo inadequados e impossibilitam qualquer conclusdao que va oferecer
melhoria na qualidade de vida dos pacientes. Estes resultados comparados aos
resultados de pacientes da quimioterapia, apresentaram menores taxas de morbidade

e mortalidade [8].

1.9.2-Therasphere®

Nas décadas de 60 e 70, o *°Y foi utilizado em tratamento de cancer de figado
com resultados animadores [63,64]. Porém, na década de 80 o Food and Drugs
Administration (FDA) dos Estados Unidos proibiu o uso clinico das microesferas
marcadas com °°Y. O motivo foi um acidente com um lote que o *°Y se desprendeu do
material que o mantinha preso, causando mielossupressao letal em muitos pacientes
[61,65-66].

Em 1986, a Theragenics Corporation lancou a microesfera de vidro marcada
com %Y, a Therasphere® (FIG. 6). Neste produto o *°Y nédo se desprende do material
vitreo. Uma outra grande vantagem deste produto é a alta atividade especifica [67]. A
desvantagem da Therasphere® é a alta densidade (3,29 g/ cm?® [68]. Esta
caracteristica aumenta a probabilidade da microesfera se depositar prematuramente

no capilar [56].

FIGURA 4- Foto da embalagem da Therasphere® (esquerda) e recipiente com as

microesferas de vidro marcadas com °°Y [86].
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Em 1998, a Therasphere®, exclusividade da MDS Nordion Inc. (Kanata,
Ontério, Canada), foi aprovada como Humanitarian Use Device (HUD), o que significa
que foi aprovada para a utilizacdo em tratamento com radiagcdo ou como neoadjuvante
para cirurgia ou transplante em pacientes com CHC ndo-resecavel e naqueles em que
o cateter pode ser corretamente posicionado na artéria hepatica [8].

Em junho de 2006, a Therasphere® recebeu a aprovacdo da Comunidade
Européia para a distribuicdo e utilizacdo na Europa, para o tratamento de CHC, a
forma mais comum de cancer primario de figado, cancer de figado secundario ou
metastatico. Em setembro de 2006 a MDS Nordion anuncia a aprovacdo do FDA para
tratamento de CHC, para pacientes que tem trombose da veia portal total ou parcial e
para aqueles que forem candidatos indicados por médicos. Além disso, a MDS Nordion

anunciou a utilizacdo da Therasphere® na india [69].

1.9.2.1-Pesquisa Clinica

Para a aplicagdo da Therasphere® o grupo de Salem et al. [70] sugere a
escolha cuidadosa dos pacientes a serem submetidos a este tratamento, a avaliagdo
do histérico médico, pois quase todos o0s pacientes ja passaram por outros tipos de
tratamentos alternativos. Apds a escolha, os pacientes realizam testes para avaliar a
funcdo hepética, fluxo colateral do trato gastrointestinal e avaliacdo do shuting
pulmonar com a cintilografia pulmonar utilizando macroagregado de albumina
marcado com Tecnécio-99m (*°*"Tc; E,= 140keV; T1,,= 6 horas) (°**"Tc-MAA).

E muito importante quantificar o shuting intra-hepéatico, em especial, no
pulmdo e/ou no estbmago, antes da administracdo da dose terapéutica das
microesferas marcadas com um emissor . Por isso, a biodistribgéo é avaliada com
a administracdo de °™Tc-MAA. Os autores afirmam que esta técnica é idéntica a
aplicacdo de microesferas de vidro marcadas com °°Y. Porém, as microesferas de vidro
sdo mais densas do que a albumina, o que provavelmente traz algumas implicaces

na biodistribuicdo. Na opinido de Vente et al. [8] abster-se que a biodistribuicdo do
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99MTc-MAA ndo é idéntica seria uma imprudéncia, ja que é um exame padrédo antes da
administracdo das microesferas de vidro.

O diametro médio das microesferas é de 15 a 35 um. O °°Y é emissor beta puro
com meia-via de 64,1 horas. Cada miligrama de Therasphere® contém entre 22.000 e
73.000 microesferas. A Therasphere® é fornecida num volume de 0,05 mL de agua
estéril e livre de pirogénios em frasco de fundo cénico dentro de uma blindagem de
acrilico de 12mm. A Therasphere® é comercializada com 6 padrdes de atividade, como

visto na TAB. 2.

TABELA 2 — Padrdes de atividade em que sdo vendidas as microesferas

marcadas com °°Y - Therasphere®

ATIVIDADE No. DE MICROESFERAS

(GBQq) (milhbes)
3 (81 mCi) 1,2
5 (135 mCi) 2,0
7 (189 mCi) 2,8
10 (270 mCi) 4,0
15 (405 mCi) 6,0
20 (540 mCi) 8,0

Em 2000, Dancey et al. [71] publicaram um estudo com 22 pacientes com o
objetivo de determinar padrdes de resposta, sobrevida e toxicidade ap6s a aplicagdo
da Therasphere®. Vinte pacientes foram avaliados, sendo 9 pacientes com
classificacdo de Okuda estagio I, Il e pacientes em estagio Il [99]. Foram relatados
31 eventos adversos graves: o mais comum foi a elevacdo dos niveis enzimaticos no
figado e Uulcera gastrointestinal. A eficacia do tumor foi medida pela resposta do

tumor, duracdo da resposta, tempo de progressdo e sobrevida. Houve uma resposta
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tumoral completa. A média do tempo de progressao foi de 44 semanas, a média de
sobrevida foi de 54 semanas (7-180 semanas).

O grupo de Carr et al. [72] publicou um estudo com 65 pacientes com CHC
inoperavel submetidos a aplicagdo da Therasphere® e avaliou a seguranca e a eficacia
do tratamento. A média de dose aplicada foi 134 Gy e ocorreram 9 episédios de dores
abdominais, 2 episddios de colecistite e elevacdes transientes da funcdo hepatica em
25 pacientes. A média de sobrevida foi 649 e 302 dias para pacientes em estagio | da
classificacdo Okuda | (65%) e pacientes em estagio Il, respectivamente.

Na opinido de Salem et al. [73] o tratamento com Therasphere® é uma
alternativa para pacientes que n&o tem outra alternativa de tratamento, como

pacientes com trombose da veia porta e fungédo hepatica pobre.

1.9.3- SIR-Spheres®

Um outro projeto similar ao da MDS Nordion é a SIR-Spheres® (Sirtex Medical
Ldt, Sydney, New South Wales, Australia). S&o microesferas de resina marcadas com
2y (FIG.7), com um tamanho de 32 + 10um [93,94], um pouco maior que a
Theraspheres® (25 * 10um) [74], mas que apresenta uma densidade (1,6g/cm?®)
menor do que as microesferas de vidro, o que permite menor risco das microesferas
se sedimentarem no capilar sanguineo [8]. Em 2002, o FDA concedeu a pré-aprovacao
da SIR-Spheres®. Em analogia com a Theraspheres®, que foi apresentada como a
Unica indicacdo para o tratamento de metastases hepaticas de cancer de colo retal, a
SIR-Spheres® foi aprovada, pois € aliada ao tratamento de quimioterapia, utilizando
floxuridine (fluordeoxi-uridina), uma deoxiribonucleoside derivada da 5-FU. Além dos
Estados Unidos, muitos centros clinicos, em especial, na Europa e Australia, tratam
pacientes com SIR-Spheres® e geralmente ndo ha distincdo entre pacientes com
cancer de figado primario ou secundario. Dentro deste quadro, mais de 1.500 doses

de microesferas radioativas, incluindo a Therasphere® e a SIR-Spheres® ja foram
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administradas nos Estados Unidos até 2005. Este fato, faz com que resultados

promissores vém sendo publicados [75].

BATEH:  0T32E0 A
ACIVITY; 3

A

ALET. RACIDIED

FIGURA 5 — Foto da embalagem e do aspecto da SIR-Sphere® [76]

1.9.3.1- Pesquisa Clinica

A radioterapia interna seletiva esta sendo investigada por Stubbs et al. [77] no
The Wakefield Gastroenterology Center (Wellington/Nova Zelandia) desde Fevereiro de
1997 no controle de diversos tipos de tumores de figado nédo ressecaveis, incluindo
metastases hepaticas de cancer colo retal. Neste udltimo caso, a SIR-Spheres® foi
administrada em associagdo com a quimioterapia interna utilizando 5-FU. 50 pacientes
(19 mulheres e 31 homens) com metastase hepatica de cancer colo retal foram
submetidos a esta técnica. Antes de iniciar o tratamento estes pacientes foram
previamente avaliados pelo exame de Tomografia Computadorizada (TC) abdominal (e
pelve, se necessério), radiografia do térax e exame de sangue padrao, incluindo
antigeno carcinoembridénico (CEA). A presenca de doenca extra-hepatica foi
considerada um contra indicacdo para este estudo. A laparotomia foi realizada em 44
pacientes para posicionar o cateter na artéria hepatica (FIG. 8) (Porth-a-Cath,

Pharmacia, St.Paul,Minn).
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FIGURA 6 - Localizagcdo do Port-a-Cath na artéria hepatica via artéria

gastroduodenal [77]

Em 43 pacientes foi administrado a SIR-Spheres® via cateter posicionado na
artéria hepatica, seguido pela administracdo do quimioterapico (5-FU) pela mesma via
apos 2 dias. Nos outros 7 pacientes, a SIR-Spheres® foi administrada através da
artéria femoral e, nestes casos, a quimioterapia interna ndo foi aplicada. A média de

idade dos pacientes era de 61.4 anos (entre 33 a 76 anos).
Antes da aplicacdo da SIR-Spheres®, duas precaucdes devem ser tomadas:

1- Teste de liberacdo é realizado no laboratério dos autores para confirmar a
estabilidade da SIR-Spheres®, assegurando que o °°Y livre ndo ir4 para a circulacéo.

2- Um exame de cintilografia hepatica, utilizando °°"Tc-MAA (Amersham
Pulmonate Il, U.K., tamanho de particula 10-60 pm, média de 35um), administrado
na artéria hepatica tanto por via porth-a-cath ou cateter percutaneo arterial.

A dose administrada é de acordo com o tamanho de tumor. A TAB. 3 mostra a
relacdo do acometimento do figado pelo tumor e a atividade sugerida pela Sirtex

Medical Ldt.
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TABELA 3 — Dose das SIR-Spheres® recomendada para os pacientes

%o de tecido tumoral no figado Atividade recomendaDA de
90Y
>50% 3,0GBq
25%-50% 2,5GBq
< 25% 2,0GBq

Para a aplicacdo desta técnica os pacientes receberam uma sedacdo com
Hypnovel (Roche Products Nova Zelandia Ltd., Auckland, Nova Zelandia) e sedagéo
com narcoticos, geralmente no periodo de 10 dias apds a colocagao do cateter. A
atividade das microesferas marcadas com °°Y foi estabelecida de acordo com a
extensdo da doenca, apés a aplicagdo foi administradg S Angiotensina II
(Hipertensina, Novartis Nova Zelandia Ltd., Auckland, Nova Zelandia) na artéria
hepéatica. Para realizar a aplicacdo da SIR-Spheres® é utilizado um aparato especial

(FIG. 9), chamado Perspex (Paragon Medical Ltd.), que permite a aplicacdo do produto

por pulsos e intercalado com agua estéril.

FIGURA 7 — Foto do aparato utilizado nas aplicacdes da SIR-Spheres®,

chamado de Perspex [76]
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Até o momento da publicacdo deste estudo, 37 pacientes morreram com uma
média de sobrevida de 11,6 meses (entre 1,9 a 91,4) ap6s o diagnéstico e 7,0 meses
(entre 1,0 a 27,8) ap6s a aplicagdo da SIR-Spheres®. 30 destes pacientes morreram
com doenca extra-hepatica progressiva (10 acometidos no figado e mais de um sitio e
20 pacientes com dois ou mais sitios acometidos). Apenas 7 pacientes apresentaram
apenas doenca no figado.

Na opinido dos autores as técnicas de radiofreqliéncia, crioterapia e ablacdo a
laser sdo efetivas em algumas circunstancias, porém grande parte dos pacientes com
metastases hepaticas de cancer de colo retal apresentam muitas lesbes para estas
técnicas mencionadas serem aplicadas. A quimioterapia regional tem sido investigada
e oferece algumas vantagens em relacdo a quimioterapia sistémica, mas ainda nao é
suficientemente confiavel como um beneficio [78]. A radioterapia interna € uma opc¢ao
para estes pacientes [77].

A opinido de Nijsen et al. [56] é que em comparacdo com a microesferas de
vidro, as microesferas de resina tém caracteristica uma densidade menor, o0 que,
provavelmente, resulta em uma melhor distribuicdo quando injetadas na artéria

hepatica, portanto, mais segura e mais efetiva.

1.9.4- Microesferas marcadas com ®®Ho

A terapia com microesferas marcadas com °°Y é efetiva no tratamento de
tumores hepaticos, com resultados clinicos encorajadores, descritos na literatura. Um
fator negativo é a impossibilidade de se obter imagens pela técnica de SPECT
(Tomografia Computadorizada por Emissdo de Féton Unico) pelo fato do °°Y ndo ser
emissor gama. Deste modo nao é possivel avaliar a biodistribuicdo das microesferas
marcadas [8].

Microesferas poliméricas de &acido latico marcadas com °°Ho, originalmente

propostas por Mumper et al. [51], e desenvolvidas por Nijsen et al. [79], apresentam
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diversas vantagens que as tornam um radioterapico favoravel a terapia de tumores

hepéticos, em comparacdo com o *°Y:

» A principal razdo é que a se¢do de choque de captura de néutrors) (do
®5Ho é muito maior em relacdo a secédo de choque do °°Y (***Ho: o = 64b;
8y: 0 = 1,3b). Isto permite a prodi;do de altas atividades de **°*Ho mesmo
em Reatores Nucleares de pesquisa;

> A energia do beta é menor que a do *°Y (Egmax= 1,74 e 1,85 MeV; Iz=
48,7% e 50%, respectivamente), minimizando a dose recebida por tecidos
sadios;

> O 'Ho é um emissor gama (E,= 81 KeV; I,= 6,7%), o que possibilita a
formacao de imagens;

> O custo das microesferas marcadas com *°°*Ho é menor em relacdo as

microesferas de °°v.

Outra caracteristica favoravel é que o '°°Ho é altamente paramagnético,
podendo ser usado tanto para cintilografia (exame quantitativo) como para a
Ressonancia Magnética[80].

Vente et al. [8] do mesmo grupo de Nijsen et al.[79] analisaram através do
contador de particulas Coulter Multisizer 3 (Beckman Coulter Nederland, Mijdrecht,
The Netherlands) que uma amostra conhecida de microesferas, 700 mg, corresponde,
aproximadamente, a 33 milhSes de particulas. Isto permitiu realizar o calculo da
atividade por microesferas, que corresponde a 450 Bg/esfera, o que influencia na
quantidade de microesferas injetadas no paciente, relacionadas ao fato de ocorrer
efeitos de embolizacdo. A TAB. 4 compara os trés tipos de microesferas: a
Therasphere®, a SIR-Spheres® e as microesferas de acido latico marcadas com
%%Ho. A TAB. 5 compara as caracteristicas fisicas do °°Y e do '**Ho. Na TAB. 4 pode-
se notar que a densidade da Therasphere ® é maior em relagdo aos outros tipos de

microesferas, porém o tamanho entre elas € muito semelhante, o que leva a crer que
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o0 tamanho de particula € uma caracteristica mais importante do que a densidade. A
atividade especifica de cada uma é variavel e a quantidade de microesferas injetadas
esta relacionada com este fator. A TAB. 5 compara as caracteristicas fisicas dos
P TeA 90 166 166 = H
radioisétopos Y e —°Ho. Apesar do —"Ho ndo ter o mesmo alcance no tecido que o
90 . . . P ’ - P Y ~
Y, ele possui raios y associados, que € uma caracteristica favoravel a formacao de

imagens.
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TABELA 4. Caracteristicas das Microesferas Marcadas com Radionuclideos [8]

Particula Radionuclideo Matriz Densidade Didmetro Quantidade de No. de particulas Atividade por
(g/cm?) (pm) particulas administradas Microesfera
administradas (milhdes) (Ba)
(mg)
Therasphere® Itrio-90 Vidro 3,3 25+ 10 110 4 1.250-2.500

(MDS Nordion)

SIR-Spheres® trio-90 Polimero 1,6 32+10 1.370 5 50
(SIRTeX)
Ho-Microesfera H6lmio-166 PLLA 1,4 305 700 33 450

(UMC Utrech)

TABELAS. Caracteristicas dos Radionuclideos para Radioterapia Interna [8]

Radionuclideo Secao de T1/2 (horas) Emissdo de raios gama Emissdo de raios Media de
choque (barn) (keV) beta (keV) alcance no

tecido (mm)

itrio-90 1,3 64,2 - 2280,1 99,9% 3,9

H6Imio-166 64 26,8 80,6 6,7% 1774,3 48,7% 3,2
1379,4 0,9% 1854,9 50,0%
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1.9.6 — Uso do Lipiodol para Terapia de Tumores Hepaticos

O Lipiodol foi desenvolvido por Marcel Guerbet em 1901. Em 1918, foi
identificado como um meio de contraste para radiologia convencional [8]. Em 1966,
Idezuki et al. [81] estudaram doencas hepaticas com a injecdo de lipiodol na veia
porta e documentou radiografias. Nos primeiros 2 dias, imagens demonstraram uma
boa retencéo do lipiodol no figado. A escolha de marcar o lipiodo com *3!I é 6bvia, pois
ja existe iodo na molécula, entdo é realizada uma reacdo de troca isotdpica [8].

Boucher et al. [82] relataram um estudo com 40 pacientes com CHC tratados

com a injecédo de Lipiodol marcado com *31.

A resposta foi avaliada através de exames
de CT ap6s o tratamento e cada 3 meses durante o follow-up. Um paciente(2,5%)
obteve resposta completa; 18 (45%) pacientes obtiveram resposta parcial; 19
(47,5%) pacientes permaneceram com a doenca estavel e em 2 pacientes a doenca
progrediu. A média de sobrevida foi de 27 meses. Os autores concluiram que o
tratamento é efetivo para pacientes ndo-elegiveis a resseccdo cirdrgica e tratamentos
locais.

No Brasil é utilizado como uma alternativa de tratamento. Langer et al. [83]
avaliaram os resultados da quimioembolizacdo (com mitomicina C associada ao
lipiodol) em 23 pacientes com CHC, portadores de figado cirrético candidatos ao
transplante hepatico. Foram submetidos a multiplas sessdes de quimioembolizacdo
hepatica arterial. A resposta do tumor foi acompanhada principalmente através de
exames de CT e niveis séricos de alfa-fetoproteina. O tempo médio de sobrevivéncia
foi de 14 meses. Embora a terapéutica adotada tenha aumentado a sobrevida, em
comparacdo a dados histéricos de evolugdo do CHC, este aumento ndo teve a mesma
dimensdo que o tempo médio de espera para a realizacdo do transplante, sendo,
dessa forma, necessaria a associacao de outras estratégias para prolongar o tempo de

sobrevida ou a reducéo no tempo de espera do doente.
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1.10 - Microesferas marcadas com outros radioisétopos

No Centro de Ciéncia e Tecnologia (CCTM, IPEN-CNEN/SP) Sene, Martinelli e
Okuno [84] desenvolveram microesferas de vidro para serem marcadas com Fésforo-
32 (*P, t,,,=14,3 dias, Esmax= 1,70 MeV) para radioterapia interna seletiva. Foram
testadas 12 composices a frio, com diferentes massas de P,Os, Al,Os, SiO, e MgO.
Dentro todas elas, o grupo MVP9 (MVP9a, MVP9b e MVP9c) das microesferas foi a que
apresentou uma durabilidade quimica adequada, além de néo ter apresentado efeitos
toxicos em testes in vitro. As microesferas com a composicao MVP9b (42% de P,0s,
12% de Al,O3, 4% de SiO, e 42% de MgO) foram consideradas as com a melhor
durabilidade quimica e resisténcia a cristalizagdo ap6s o resfriamento e por isso, foi
considerada a mais promissora para a producdo de microesferas radioativas.

Hafeli et al. [85] marcaram microesferas de vidro com '%°Re/'®®Re. Elas se
apresentaram esféricas e com densidade de aproximadamente 2,9 g/cm?®, tamanhos
de particulas menores que @i e foram injetadas em ratosdoNapresentaram
toxicidade e houve uma diminuicdo no crescimento dos tumores. Os autores relatam a
facilidade de obtencéo do '®°Re/'®®Re em relacédo ao °°Y, pois necessita de um tempo
menor de irradiacdo no reator nuclear. O alvo foi irradiado durante 2 horas, em fluxo
de néutrons de 1,5x10*® ncm™s™. Em 30mg de microesferas de vidro marcadas com
18%Re/'%8Re foram produzidas atividades de 92,5 MBq (2,5mCi).

Wang et al. [86] estudaram a resina Aminex A-27 (BioRad, EUA) marcada com
188Re. A eficiéncia de marcacéo foi superior a 90% por mais de 3 dias. As microesferas
marcadas foram injetadas em 30 ratos com tumores hepaticos. 10 responderam bem
ao tratamento, em 3 deles o tumor desapareceu por completo, 5 apresentaram uma
resposta pobre ao tratamento, sendo que 2 morreram. No grupo de controle, de 15
ratos, 12 sobreviveram por mais 60 dias apds a administracdo das microesferas

radioativas.
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1.11- Outros Farmacos marcados com ®°Ho

O EDTMP (etilenodiaminetetrametileno fosfonato) pode ser marcado tanto com
0 Samario-153 (**3*Sm) ou com o ***Ho para tratamento de metastases 6sseas [87].

O '*Ho-DOTMP (1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetrametileno-acido
fosfénico) foi utilizado em pacientes com mieloma mdltiplo que nao respondem a
terapia convencional com um transplante de medula 6éssea planejado, que receberam
este radiofarmaco para mapear a medula 6ssea e verificar se a mesma podia ser
removida. Todos os seis pacientes apresentaram toxicidade nos leucdcitos, dois deles
atingiram o objetivo [88].

O complexo *®°Ho-citosan ¢ utilizado em terapia de cancer de figado,
administrado via intra-hepatica ou intra-tumoral. Também apresentou bons resultados
no tratamento de artrite reumatéide nos joelhos (radiosinovectomia). Com a mesma
finalidade, radiosinovectomia, a hidroxiapatita (HA) foi marcada com *®*Ho e mostrou
uma excelente estabilidade apds 72 horas do preparo e 48 horas apés injecdo em
coelhos (Nova Zelandia) com artrite nos joelhos [89].

O conjugado CHX-B-DTPA foi marcado com **®*Ho como precursor de marcacgéo
do anticorpo 135-14, com rendimento de aproximadamente 80% e atividade
especifica de 3-4 mCi do *°*Ho por mg de proteina. O anticorpo marcado mostrou-se

estavel em relacdo ao desafio da transferrina por um periodo de 50 horas [90].

1.12- Revisdo de Literatura — Microesferas marcadas com ®®Ho

Mumper et al.[51] descreveram que mais de 98% da atividade do **°Ho ficou
retida na microesfera de acido latico depois de 192 horas incubada a 37°C, em meio
fisiolégico. Portanto, esta caracteristica € favoravel em experimentos de aplicacdo.
Porém, o baixo peso molecular dos compostos faz com que siga para outros 6rgaos. A
solucdo encontrada foi adicdo de acetilacetonato (HOAcCAc) para aumentar a

estabilidade da molécula. A incorporagdo encontrada foi de (27,7 +4,9)% de HoAcAc.
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A irradiacdo com um alto fluxo de néutrons né&o influenciou no tamanho das
microesferas. A adicdo de inositol provou ser um bom dispersante do calor interno
produzido pela irradiacdo de néutrons e foi, facilmente, dissolvido por suspensdo. Por
infravermelho comprovou-se que ap6s a irradiacdo foi mantida a integridade do
polimero. As microesferas preparadas com 1% de PVA degradaram-se rapidamente
apos 312 horas e 49,9% do material encapsulado por 406 horas foi liberado. As
microesferas preparadas com 3% PVA mostraram uma reten¢cdo superior com apenas
2,6% do '®°Ho liberado apés 382,3 horas. As microesferas de acido latico (com 310-
950 uCi - 11-35 MBq *°°Ho ) foram administradas em seis coelhos. As imagens foram
adquiridas apos 24 horas e os coelhos foram sacrificados apds 144 horas. A retencéo
no figado apds as 144 horas foi de 92,1%.

Nijsen et al.[79] demonstraram que o hdlmio pode ser ligado as microesferas
de acido latico por um método relativamente simples. O AcAc (180g) foi dissolvido em
1080g de agua (pH 3,5-4,0). Hidroxido de Amodnia foi adicionado a solucdo de AcAc
em agitacéo ateé atingir o pH 8,5. O cloreto de Hélmio (HoClzy (10g em 30 ml de agua)
foi adicionado a solucdo em agitacdo em temperatura ambiente, permitindo a
formacdo de cristais de Ho-AcAc. Estes cristais foram coletados por filtracdo em
Milipore de 5,0um, lavado com agua por trés vezes e seco em nitrogénio.

Os cristais de Ho-AcAc (10g) e PLA (6g) foram adicionados continuamente e
misturados com 186g de cloroférmio. O PVA foi dissolvido em agua a 40°C. O
cloroférmio foi adicionado a solucdo de PVA com agitacdo continua de 500 rpm
(rotagbes por minuto) até o cloroférmio ser totalmente evaporado. Para que se
remova o residuo de PVA e HoAcCAc nao incorporados, as microesferas foram
seqgilencialmente lavadas com agua, HCI (0,1 mol.L ™) e agua.

A caracterizacdo das microesferas irradiadas ou néo irradiadas foi executada
pela técnica de microscopia eletronica de varredura (MeV), pela andalise do tamanho
da particula & laser e espectroscopia gama do '°°Ho. Para a determinacdo do peso
molecular do &cido latico, as microesferas foram dissolvidas em cloroformio e

analisadas em CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).




34

Foram realizadas duas irradiacdes no reator de Petter, na Holanda. Foram
usados dois fluxos de néutrons, 5x10%cm™s™ e 2x10%cm™s™ em um frasco de quartzo
dentro de um recipiente de aluminio selado. Quantidades de 10,200 e 400mg de
microesferas marcadas com Holmio secas foram irradiadas por 0,5, 1,2, ou 4 horas. A
quantidade de Hdélmio na microesfera foi determinada pela ativacdo com fluxo de
néutrons (3,1x10”cm™?s™). Moléculas de '*°Ho - &cido latico mostraram uma
excelente acumulagdo em torno de tumores de figado presentes em ratos [91]. Efeitos
terapéuticos positivos também foram demonstrados em coelhos [92].

Turner et al.[50] irradiaram alvos de Ho,O3; no reator HIFAR (Australian Nuclear
Science Technology Organization,Sydney, Australia) por 30 horas em fluxo térmico de
5,0x10ncm™s™.Posteriormente, o alvo foi dissolvido em HCIl. As microesferas de
resinas foram marcadas com ***Ho, com um tamanho de (13,0 + 2,0)um de diametro,
sendo preparadas pela adicdo de ®°HoCl; em resina catidnica Aminex A-5 (Bio-Rad
Inc. Hercules CA, EUA). A atividade das microesferas marcadas com *°°Ho no
momento da calibracédo era de 4GBg (108mCi) em 200mg de resina suspensa em 6mL
de glicose 5%, contendo, aproximadamente, 2x10® microesferas determinadas por um

hemocimetro.

1.13 — Resinas de Troca idbnica

O inicio da tecnologia moderna de troca ibnica ocorreu em 1935, através do
uso de polimeros orgéanicos sintéticos. Em 1942, D' Alelio sintetizou resinas com base
no estireno cruzado com divinilbenzeno, produzindo a primeira resina monofuncional,
fortemente acida [94]. A partir de entdo, novas resinas de diferentes tipos foram
sintetizadas. Isto se constituiu em um grande avanco nos processos de troca iénica
[95].

Basicamente, as resinas sintéticas sao soélidos formados por uma matriz e de
grupos ionizaveis quimicamente ligados a sua estrutura.

A copolimerizacdo do estireno e divinilbenzeno, seguida da sulfonacédo, resulta
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na formacao de resinas de troca idnica fortemente &cidas (troca catibnica), enquanto
que a clorometilacdo, seguida da reacdo com uma amina terciaria, produz resinas de
troca idnica fortemente basicas (troca aniénica) (FIG. 9) [95].

As resinas de troca idnica sintéticas devem ter sua estrutura molecular aberta e
permeavel de modo que os ions do solvente possam se mover livremente e para que a

troca seja efetuada com rapidez suficiente [94,95].

Hy— CH——CH,— CH—

Q.00

SO3; HY cHs—CH CH, SOz Ht

——CHy;— CH CH——CHj

SO4 H* SO3 H*

FIGURA 8 — Estrutura quimica de uma resina de troca idénica tipica

As resinas de troca catidnica contém cations livres que podem ser trocados por

cations da solucdo, como por exemplo, no caso do **°Ho:

(RNa), + Ho** «> R,Ho +3Na*

A primeira parte do grupo € fixada ao esqueleto da resina por uma ligacao
covalente formando um tipo de macro-ion. Os ions de cargas opostas sdo ligados ao
macro-ion por forcas eletrostaticas, sendo denominados de contra-ions. Estes contra-
fons fazem parte do grupo funcional e podem ser trocados por uma quantidade

equivalente de varios ions, de forma a manter a eletroneutralidade [95].
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As propriedades fisicas das resinas sdo determinadas pelo grau de reticulacao.
Uma resina altamente reticulada geralmente é mais dura, mais quebradica e menos
permeavel que uma resina de baixa reticulagdo; sendo assim, o grau de reticulacao
determina a capacidade de intumescimento e a velocidade de troca i6nica [95].

Uma reacdo de troca ibnica consiste na troca reversivel de ions entre duas
fases imisciveis. Vérios fatores sao envolvidos no processo de troca idnica, dentre eles
destacam-se o tamanho das particulas, o tipo de troca, o fluxo e a temperatura [95].

A capacidade de troca e a seletividade sdo as principais caracteristicas de uma
resina, sendo a capacidade de troca expressa como uma medida da quantidade
maxima de contra-ions a serem trocados enquanto que a seletividade esta relacionada
com o grupo funcional, o grau de ligagBes cruzadas e a propria capacidade de troca
[95].

Varios fatores sdo envolvidos nos processos de troca ibnica, dentre eles
destacam-se o tamanho de particulas, o tipo de troca, o fluxo e a temperatura.
Admite-se que a velocidade de troca depende da estrutura quimica da resina,
enquanto que a cinética de troca é dependente da sua estrutura fisica [96].

No condicionamento da resina, € importante considerar a seletividade de ions
com relacdo ao grupo funcional da resina, devido a diferengas na afinidade de varios

ions para a resina [95].

1.14- Justificativa

O Centro de Radiofarmacia do IPEN-CNEN/SP tem como missao a producéo e
distribuicdo de radioisotopos e radiofarmacos para uso em Medicina Nuclear. Uma das
linhas mais recentes da Medicina Nuclear € o uso de radioterapicos, que sao
radiois6topos com caracteristicas fisicas adequadas de decaimento para uso
terapéutico. Dentre estes se destacam o '°*Sm, produto de distribuicdo rotineira, o

188Re, 0 %%Y e 0 1%%Ho. O desenvolvimento de novos radiofarmacos marcados com estes
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radionuclideos é muito importante para uso em oncologia, objetivo atual da Medicina
Nuclear.

Existe um interesse da classe médica na técnica de radioterapia interna
utilizando radionuclideos para o tratamento de tumores de figado, até mesmo pelos
bons resultados apresentados na literatura e o impacto desta técnica na sobrevida
destes pacientes com tumores hepaticos.

Meios de comunicacdo de massa brasileira como o jornal Folha de Sdo Paulo e
a revista Epoca, ja publicaram reportagens sobre o assunto e mostrando a eficacia
desta técnica nos paises em que € aplicada. Alguns médicos brasileiros demonstraram
interesse no uso de microesferas marcadas com '°°Ho, que justifica a possivel

aplicabilidade deste trabalho.
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2- OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento da tecnologia de preparo de

microesferas poliméricas e de resina marcadas com *°®Ho para tratamento de tumores

de origem hepética.




3- MATERIAIS E METODOS

3.1- Infra-estrutura e EqQuipamentos
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Todos os procedimentos foram realizados nos laboratérios do Centro de
Radiofarmacia do IPEN-CNEN/SP. Os principais equipamentos utilizados foram:
> Agitador RW20-N (IKA, EUA);
> Agitador mecanico de peneiras série 9802 (Bertel, Brasil);
> Balanga M220 (Denver, Brasil);
> Calibrador de doses, modelo CRMtm-35R (Capintec, EUA);
> Centrifuga Himac CF7D2 (Hitachi, Japéo);
> Contador de Particulas 1064 (Cilas, Franca);
> Estufa Orion 515 (Fanem, Brasil);
> Espectrometro de radiacdo gama, constituido de um detector Germanio

Hiperpuro (HPGe), modelo GX1518 (Canberra,EUA);

> Peagbmetro DM-20 (Digimed, Brasil);

> Vidraria adequada.

3.2- Lista de Reagentes

Os reagentes utilizados foram:

> Acetilacetonato, 2,4-pentadiona (AcAc; 99.5%; Fluka),
> Acido Cloridrico (37%, Merck)

> Acido Latico (PLLA; 85%; Sigma),

> AG50W-X2 100-200 mesh (BioRad),

> AG50W-X8 200-400 mesh (BioRad)

> Alcool Polivinilico (PVA; Fluka),
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Amberlite IR 120 NA (Rohm and Haas)

Cloreto de Holmio Hexahidratado 111 (HoCl;.6H,0,99,9%, Sigma),
Cloroféormio (CHCIs; Merck);

CM Sephadex C-25 (GE Lifesciences);

Hidréxido de Aménio (NH,OH;Merck),

Hidréxido de Sodio (NaOH, Nuclear),

Oxido de HAlmio (I11) (Ho,03, 99,999%,Aldrich)

SP Sepharose High Performance (GE Lifesciences);

- Alvos de H6Imio

Amostras de Ho,0; e HoCl;.6H,0 foram irradiadas em quartzo dentro de

involucro de aluminio (7cm de altura, 2,1cm de didmetro) (FIG. 8) em posicdes

selecionadas no reator nuclear IEA-R1 no IPEN-CNEN/SP. O fluxo de néutrons foi 1,0

x10*®ns*cm™? e o tempo de irradiacdo variou de 10 minutos & 5 horas. Apds a

irradiacao

CNEN/SP).

as amostras foram processadas no Centro de Radiofarmacia (IPEN-

FIGURA 9. Alvo de Oxido de Hélmio em quartzo e involucro de aluminio.
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3.3.1- Medida da Atividade Especifica de **°*Ho

Para os calculos experimentais de ativacdo foram utilizadas as equagbes 1 e 2

descritas abaixo, apds a contagem dos alvos irradiados no detector de Ge hiperpuro.

Cps Eq. 1
a, .&,

dps =

Onde:

dps= desintegracdo por segundo (Bq);

cps= contagem por segundo, que €& a area do pico dividido pelo tempo de
contagem;

a= abundancia dos raios - y do radionuclideo (%6);

¢= eficiéncia do detector.

A= Ay e™ Eq. 2
ti2

Onde:

A= atividade (Bq);

Ao= atividade inicial (BQ);
t1/» = meia-vida fisica (d);

t = tempo de decaimento (d)

A= constante de decaimento

A equacdo 2 foi usada para calcular a atividade no fim da irradiacéo.
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3.3.2- Dissolucao dos alvos de Ho,03

A dissolucdo dos alvos de Ho,03 (87% de Holmio presente no Ho,03) foi
estudada em diferentes volumes de HCI 0,1N, variando a temperatura de

aquecimento.

3.3.3 - Dissolucédo do alvo de HoCl3.6H,0

A dissolucdo do alvo de *°°HoCl;.6H,0 (43% de HO6lmio presente no

1%5H0Cl5.6H,0) ocorre de maneira mais simples, direto em agua destilada.

3.4- Microesferas de Resinas Catidnicas

As resinas de troca catibnica foram escolhidas, pois os elementos da série dos
lantanideos, como o H6lmio , quando ionizados tem estado de oxidacdo +3. Tais ions
sado retidos em resinas catibnicas com grupo sulfénico, na seguinte ordem de

seletividade [93]:

Lu+3 < Yb+3 < Tm+3 < Er+3 < Ho+3 < Dy+3 < Tbh+3 < Gd+3 < Eu+3 <

SM+3 < PMm+3 < Nd+3 < Pr+3 < Ce+3 < La+

Por este motivo foi escolhida a resina catidnica para retencéo de **°Ho.

Baseado no trabalho de Turner et al.[50] foram estudados diversos tipos de
resinas catibnicas: AG50W-X2 (100-200 mesh), AG50W-X8 (200-400 mesh),
Amberlite IR 120 NA , CM Sephadex C-25 e SP Sepharose High Performance. As

caracteristicas destas resinas estao descritas na TAB.4.
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TABELA 4. Caracteristicas das Resinas Catibnicas empregadas neste

trabalho™

Resina Descricdo Tamanho de Densidade Matriz
Particula (um) (g/cm®)

AG50W-X2 Troca Catibnica 106-300 0,85 Estireno

(100-200 mesh) Forte Divinilbenzeno

AG50W-X8 Troca Catidnica 63-150 0,85 Estireno

(200-400 mesh) Forte Divinilbenzeno

Amberlite IR 120 Troca Catibnica 600-800 0,85 Estireno

NA Forte Divinilbenzeno

CM Sephadex C-25  Troca Catibnica 40-125 o Dextrana
Fraca

SP Sepharose High Troca Catidnica 24-44 0,05 Agarose com 6%

Performance

Forte

de ligacdes

cruzadas

" Dados do Fabricante

““N&o disponivel

3.4.1 - Resinas AG50W-X2, AG50W-X8 e Amberlite marcadas com *®°Ho

As

resinas foram ativadas com HCI

condicionadas em meio acido (HCI 0,1N).

0,1N, H,0 e NaOH O,IN e

As resinas foram colocadas em colunas de vidro (FIG.10) e a solucao

contendo '°°Ho foi percolada pela resina (carga). A seguir um volume conhecido de

HCI 0,1N foi percolado pela resina. As resinas marcadas com *®°Ho, foram submetidas

a testes de estabilidade com:

salina tamponada com fosfato 0,01M e pH 7,4) e plasma sanguineo.

solucédo salina 0,9%, solucdo tampéao PBS (solucdo
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N

FIGURA 10. As resinas AG50W-X2 e AG50W-X8 (direita para a esquerda) em

colunas com placa porosa de vidro condicionadas com HCI 0,1N, H,0 e NaOH 0,1N

As amostras de carga e eluicdes com HCIl e dos testes de estabilidade foram
recolhidas e analisadas por espectroscopia de radiacdo gama com um detector de
germanio hiperpuro (HPGe), com o objetivo de medir a presenca do *®°Ho. A
distribuicdo do tamanho das particulas foi determinada através do um granuldémetro a
laser o6tico (Cilas,1064).

Com o objetivo de diminuir o tamanho médio das particulas, a resina

Amberlite foi triturada em liquidificador.

3.4.2 — Resinas Sephadex e Sepharose marcadas com **°*Ho

As resinas Sephadex e Sepharose foram ativadas com agua deionizada
em colunas de vidro e a solucdo contendo '°°Ho foi percolada pela resina (carga).
Como a dissolucdo do alvo de **°*Ho ocorre em meio acido (HCI 0,1N) e as resinas
mantém suas propriedades em meio neutro-alcalino (pH 4-10), o pH da solucéo
contendo **°Ho foi ajustado com NaOH 0,1N para pH 6. As resinas foram colocadas
em colunas de vidro e percoladas com solucdo salina 0,9%. Para saber qual a melhor

relacdo de massa de resina por massa de '°®Ho,03;, 0 que expressa a capacidade da
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resina pelo Ho, foram realizados diversos testes variando-se as massas. Testes de
estabilidade foram realizados com: glicose 5%, solucdo salina 0,9%, solucdo tampao
PBS (solucédo salina tamponada com fosfato 0,01M e pH 7,4) e plasma sanguineo.

As amostras eluidas foram recolhidas e analisadas por espectroscopia de
radiacdo gama de um detector germanio hiperpuro (HPGe), com o objetivo de medir a
presenca do '°°Ho. A distribuicdo do tamanho das particulas foi determinada através

do um granulémetro a laser 6tico (Cilas,1064).

3.4.3 — Estimativa de Custo da Sepharose marcada com *®°Ho

O custo da Sepharose marcada com '*°Ho foi estimado de acordo com o custo
do EDTMP (&cido etilenodiaminotetrametileno difosférico) marcado com Samario-153
(***sm, t,,=46,8 horas, E,=103keV, E;=290keV), utilizado como paliativo da dor
6ssea em pacientes com metéastases 6sseas. O °3Sm é produzido no reator nuclear
IEA-R1 no IPEN-CNEN/SP. Em 1995, o IPEN-CNEN/SP iniciou a producdo de **3Sm-
EDTMP, o qual atualmente encontra-se disponivel para utilizacdo em todo o territério
nacional, com cobertura de custos por convénios médicos e Sistema Unico de Saude
(SUS). Neste calculo, os custos de irradiacdo no reator nuclear, operacdo da cela de
producdo, controle de qualidade e méo-de-obra foram considerados os mesmos para a
resina marcada com '°°Ho e para o preparo do ***Sm-EDTMP. Foi assumida uma

producdo semanal de 6 doses.

3.5 - Desenvolvimento de Microesferas de Acido Latico marcadas com

166H0

Estes experimentos foram baseados no trabalho de Nijsen et al.[79]. E
realizado em duas etapas. A primeira € a formacao de cristais de Acetilacetonato de

Ho (HoAcAc), para que o H6lmio permaneca estavel, oferecendo uma maior seguranca
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quando ligado as microesferas de acido latico, que fazem parte da segunda parte do
preparo.

3.5.1 - 12 Fase - Preparo do Acetilacetonato de Ho (HOAcAc)

O AcAc (18,5 mL) foi dissolvido em 108 mL de agua e a solucédo ficou com pH
3,5-4,0. O hidroxido de amoénia foi adicionado a solucdo de AcAc em agitacdo até
atingir o pH 8,5. O HoClI3.6H,0 (10g em 30 ml de agua) foi adicionado a solu¢cdo em
agitacdo em temperatura ambiente, permitindo a formacao de cristais de HoOAcAc apds
24 horas. Estes cristais foram coletados por filtracdo em Milipore dep&0ou por
centrifugacédo, lavados com agua por trés vezes e secos na estufa a 60°C.

O rendimento da reacdo de preparo do HoAcAc foi calculado pela

estequiometria da reacdo, com os valores de massa do Ho inicial e do HoAcAc final.

3.5.2 - 22 Fase - Sintese das microesferas de Acido Latico com H6Imio

Os cristais de HoAcAc (19g) e PLLA (0,5mL) foram adicionados continuamente e
misturados com 12,6 mL de cloroféormio. O PVA foi dissolvido em agua a 40°C em uma
concentracdo de 2% (2g de PVA em 100mL de &gua). O cloroféormio foi adicionado a
solucdo de PVA com agitacdo continua de 500 rpm (rotacdes por minuto) e a agitacado
continuou até o cloroférmio ser totalmente evaporado, para que se remova 0 residuo
de PVA e HoAcAc nao incorporados. O PVA néo faz parte da microesfera, a funcao dele
é dar uma base para que elas se formem. Posteriormente, as microesferas foram

seqiiencialmente lavadas com agua, HCI 0,1N e agua.




4- RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 - Irradiacdes dos Alvos de Holmio
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Todas as amostras foram irradiadas no reator nuclear IEA-R1 no IPEN-

CNEN/SP. O fluxo de néutrons médio foi 1,0 x 10*°*n .s™.cm™ e o tempo de irradiagéo

variou de 10 minutos a 5 horas. A atividade obtida em uma amostra contendo 100

mg de Ho,03, irradiada durante 1 hora com o fluxo de néutrons de 9,7 x 10*?n .s™.cm’

2 foi 1200 MBg. Com este valor foi calculada a atividade especifica do *°Ho e

simuladas outras possiveis condi¢ces

de operagdo do

reator nuclear IEA-R1

apresentadas na TAB. 5. A pureza radionuclidica do ***Ho foi maior que 99%.

TABELA 5. Atividade Especifica do **°Ho Produzido no Reator Nuclear

IEA-R1
Tempo de Fluxo de Atividade Observacbes
irradiacao (h) Néutrons (n .s’ Especifica (CiZg)
1.ecm™)

1 9,7 x 10*? 0,37 (13GBqg/g) Experimental

1 4,0 x 103 1,65 (61GBg/g) Maior fluxo atual

60 4,0 x 10*3 42,96 (590GBqg/g) Melhor condicdo atual

1 7,0 x 10*3 2,89 (107GBg/q) Maior fluxo futuro

60 7,0 x 10™3 91,57 Melhor condicéo futura

(3388GBqg/g)

A TAB. 5 mostra que experimentalmente foi obtida uma atividade de 0,37Ci/g

em uma amostra de Ho,O3; quando irradiada por uma hora em um fluxo relativamente

baixo (9,7x10* n.s™t.cm™@). Ainda que o reator nuclear IAE-R1 ndo esteja operando
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com a poténcia maxima (5MW), é possivel produzir atividade necessaria para uma
dose radioterapica em um paciente usando a melhor condicdo do reator atualmente
(60 horas e fluxo de néutrons de 4,0 x 10n.s*.cm™).

Estes dados sdo importantes, porque existem dois tipos de microesferas
marcadas com °°Y no mercado mundial, que apresentam resultados animadores. O *°Y
€ um excelente radioterapico para esta técnica, porém nao é possivel produzi-lo no
Brasil. A Unica opcdo é a importacdo do material, o que envolve maior custo em
relacdo aos radionuclideos produzidos em territério brasileiro. Este custo reduz o
ndamero de possiveis tratamentos tendo em vista as condi¢cdes sociais do pais. Uma
alternativa é a obtencdo do °°Y através do gerador Estréncio-90/itrio-90 (°°Sr/°°Y)
produzido no Brasil, porém, neste caso o °Sr também sera importado, pois assim

como o *°Y, n&o é possivel produzi-lo em reatores nucleares nacionais, mesmo com a

possibilidade de aumento da poténcia do reator nuclear IEA-R1.

4.1.2 - Dissolucao do Ho,03

A TAB. 5 mostra os resultados da dissolugcdo do Ho0,0;. Existe uma relacédo
direta entre o aumento do volume de HCI 0,1N e a massa do Ho,0;. Além desta
relacdo, existe um efeito positivo do aumento da temperatura. O tempo de dissolucéo
foi variado, mas nao ultrapassou 15 minutos para as amostras de maior massa. A

dissolucéo foi determinada por inspecédo visual.




TABELA 6- Condi¢des de dissolucao do Ho,O3
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Massa do Volume do Temperatura (°C) Dissolucéao
Ho,03z (mQg) HCI 0,1N (mL)
1,8 1,0 60 Sim
4,5 8,0 60 Sim
6,0 1,0 90 Nao
6,0 2,0 90 Sim
8,1 2,5 90 Sim
10,7 2,0 90 Nao
10,7 3,0 90 Sim

4.2- Microesferas de Resinas Catidnicas marcadas com *°Ho

4.2.1- Resinas AG50W-X2, AG50W-X8 e Amberlite marcadas com %®Ho

A TAB. 7 mostra a retencdo do '°°*Ho nas seguintes resinas: AG50W-X2,

AG50W-X8 e Amberlite.
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TABELA 7. Retencdo do *°°Ho nas Resinas AG50W-X2, AG50W-X8 e Amberlite

Resina AG50W-X2 AG50W-X8 Amberlite
Massa da Resina (g) 1,0 1,0 1,0
Massa do Ho,03; (mgQ) 170 100 120
15810 retido (26) 95,40 93,47 98,70
%%Ho no rejeito da carga (%) 3,90 6,50 1,17
1%®Ho eluido com HCI 0,1IN (%) 0,70 0,01 0,13

Todas as resinas retiveram °®*Ho com bom rendimento, sendo os melhores

resultados obtidos com a Amberlite.

As resinas marcadas com '®°Ho também foram submetidas a trés testes de
estabilidade: salina 0,9%, plasma sanguineo e solugcdo PBS. As resinas foram

mantidas a 37°C durante 24 horas e, posteriormente, eluidas. Os resultados estédo

descritos na TAB. 8:

TABELA 8. Teste de Estabilidade das Resinas AG50W-X8 e Amberlite

Resina Salina 0,9% Plasma Sanguineo Solucao PBS%
% 166H0 % 166H0 166H0
AG50W-X2 0 1,3 0
AG50W-X8 0] 0,5 0
Amberlite 0 3,6 0

O tamanho uniforme é um aspecto relevante da particula, pois algumas delas
se sedimentam no capilar ou, ao contrario, seguem para outro 6rgdo. Este conceito

também esta relacionado com a densidade da particula. Visto a importancia desta




o1

caracteristica, a distribuicdo do tamanho das particulas foi medida através do

granulémetro a laser 6tico (Cilas,1064). Os resultados estdo descritos na TAB. 9.

TABELA 9. Tamanho de Particula das Resinas AG50W-X2, AG50W-X8 e

Amberlite*

Resina Diametro a Diametro a Diametro a Diametro
10%6 (pm) 50%(um) 90% (um) médio (um)

AG50W-X2 117,46 159,45 221,09 FoFx
AG50W-x8 68,84 99,05 144,94 101,64
Amberlite** 14,94 52,58 92,95 53,94

* Valores cumulativos
**Medida apos a trituracao

*** Dado nao fornecido

As FIGURAS 11, 12 e 13 mostram os graficos de distribuicdo granulométrica

das resinas citadas na TAB. 9.

W
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FIGURA 11. Distribuicdo Granulométrica — AG50W-X2
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FIGURA 12. Distribuigdo Granulométrica — AG50W-X8
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FIGURA 13. Distribuicdo Granulométrica — Amberlite

A resina Amberlite (600-800um) apresenta um tamanho de pdculas muito
superior ao tamanho desejado para terapia de tumores hepaticos (—38m). Por isso,
ela foi triturada em liquidificador para reduzir seu tamanho. A FIG. 14 mostra o
aspecto fisico da resina antes e apo6s ser triturada e a FIG.15 mostra imagens obtidas
em um microscopio 6tico da resina Amberlite antes e apds a trituracdo. Pode ser
observada a quebra dos grdos da resina, que ndo manteve mais a estrutura esférica,
ideal para a terapia interna de tumores hepaticos. Apesar disso, ela manteve sua

propriedade quimica de adsorver o **°Ho.
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FIGURA 14- Aspecto fisico da resina Amberlite triturada (esquerda) em

comparacao com a resina em seu aspecto normal (direita).

FIG.15- Foto da resina Amberlite antes (esquerda) e ap6s (direita) a trituracéo,

obtida em microscépio 6tico.

4.2.2 - Resinas Sephadex e Sepharose marcadas com *®°Ho

Foi analisada a retencéo do *®*Ho nas resinas Sephadex e Sepharose. A eluicdo

foi feita com salina 0,9%. A TAB. 10 mostra os resultados.
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TABELA 10. Retencdo do *°*Ho nas Resinas Sephadex e Sepharose

Resina Sephadex Sepharose
Massa da Resina 1,09 1mL

Massa do **°Ho,03; (mg) 170 100

15810 retido (26) 97,6 47,5

%510 no rejeito da carga (%) 2,3 3,2

1880 eluido com salina 0,9% (%) 2,7 49,3

A Sephadex apresentou uma 6tima marcacdo com *°°Ho. Nos primeiros
experimentos, apenas 47,5% da Sepharose foi marcada com *°°Ho. Foi observado
experimentalmente que a placa porosa usada nas colunas ndo conseguiu reter toda a

resina Sepharose (FIG.16), o que explica o resultado obtido.

FIGURA 16. Rejeito extraido do processo de marcacéo da resina Sepharose com

%%H0. A imagem mostra a presenca de resina sedimentada no Becker.
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Posteriormente, foram realizados estudos de marcacdo da resina Sepharose

com **°Ho usando filtro 0,22um para que toda a resina pudesse ficar retida. Além

disso, a massa da resina foi aumentada em dez vezes, pois foi verificado que 10mL

de resina correspondem a 100mg (experimentalmente) e 500mg de acordo com o

fabricante, que forneceu informalmente a densidade correspondente a 0,05g/cm?.

Este dado n&o é exato, é apenas uma aproximacao. E importante ressaltar que a “GE

Lifesciences” ndo produz a Sepharose para administracdo in vivo e dados (massa e

densidade) como estes ndo sédo

relevantes para sua aplicabilidade original

(purificacdo). Foram realizados testes para saber qual a melhor relacdo entre a massa

da resina e a massa do '°°*Ho,03, os resultados estdo apresentados na TAB. 11.

TABELA 11. Relacgéo entre a massa da Sepharose e massa do **°Ho,0;

Massa da Sepharose (mL) Massa do **°*Ho0,0;

Rendimento de Marcacéo

(mg) (%0)
1 100 47,5
3 100 47,8
2 100 33,3
5 10* 70
5 50 96,7
10 100 97,2
* ug

Pode-se observar sdo necessarios 10 mL de resina para adsorver 100 mg de

Ho,03. O melhor resultado de marcacdo esta apresentado na TAB. 11 e os detalhes da

marcacao estao expostos na TAB. 12.




TABELA 12. Retencédo do **°*Ho na Resina Sepharose

Resina Sepharose
Massa da Resina 10mL
Massa do *°°*Ho,05; (mg) 100

168Ho retido (26) 97,2

1%%H0 no rejeito da carga (%) 1,0

%®Ho eluido com salina 0,9% (%) 1,8
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O resultado de marcacao foi excelente. A colocacdo do filtro de 0,22um é a

solucdo ideal para que a resina nao ultrapassasse a placa porosa, como mostra a FIG.

17. Este experimento deixa claro que cada 10mL de Sepharose podem ser marcadas

com 100mg de Ho,03, ou 87mg de Ho.

FIGURA 17. Rejeito extraido do processo de marcacao da resina Sepharose com

%5H0. A imagem mostra a eficiéncia da presenca do filtro de 0,22um no processo de

marcacao.
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A TAB. 13 mostra os resultados dos ensaios de estabilidade das resinas

Sephadex e Sepharose marcadas com **°*Ho em varios meios ap6s 24 horas.

TABELA 13. Teste de Estabilidade das Resinas Sephadex e Sepharose

marcadas com ®*Ho

Resina Salina 0.9% Solucéao Plasma Glicose 5%
%6'°°Ho PBS %'°°Ho Sanguineo% *°°Ho %'°°Ho

Sephadex 0 0 0,95% 0

Sepharose 0 0 0 0

Os testes de estabilidade apresentaram 6timos resultados em ambas as
resinas. Os testes realizados com a Sepharose foram anteriores as modificacdes
citadas anteriormente. Mesmo assim os resultados foram positivos pelo fato que as
particulas menores da resina passaram pela placa porosa no momento da marcacéo e
que no teste de estabilidade, realizado 24 horas depois, restaram apenas as maiores
particulas que ndo passaram por esta placa porosa.

A distribuicdo do tamanho das particulas das resinas Sepharose e Sephadex foi
determinada através do um granulémetro a laser 6tico (Cilas,1064). Os resultados

estao descritos na Tabela 14.
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TABELA 14. Distribuicdo do Tamanho de Particula das Resinas

Sephadex e Sepharose*

Resina Diametro a Diametro a Diametro a Diametro
10% (pm) 50%(uam) 90% (um) médio (um)
Sephade 66,88 96,84 136,00 96,25
X
Sepharo 7,87 31,86 45,80 28,73
se

* Valores cumulativos

A FIG. 18 mostra o grafico da distribuicdo granulométrica da resina Sephadex.

100

in volume / passante

80|

60|

40|

[24 ( eweiboisiy ) gb

% / (SOAlJEINWND SB.0[EA ) €

20|

L—

o EES 1

0. 1.0 10.0
x ( Diametros ) / mu

500.0

FIGURA 18. Distribuicdo Granulométrica — Sephadex

A FIG. 19 mostra o grafico da distribuicdo granulométrica da resina Sepharose.
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FIGURA 19. Distribuicdo Granulométrica — Sepharose

A resina Sepharose apresenta o tamanho ideal para a terapia de cancer de
figado. A retencdo de '°°Ho foi muito boa e a presenca de um pequeno numero de
particulas com tamanho menor que 20um explica a presenca pequena de '*°Ho na
carga e no eluido com Salina 0,9%.

A FIG. 20 mostra imagens da resina Sephadex antes e ap6s a marcagdo com
%540 em microscépio 6tico, mostrando que ndo houve nenhuma alteracdo na

estrutura da resina apés a marcacéo com o ***Ho.

FIGURA 20 - Foto da Sephadex antes (esquerda) e ap6s (direita)ser marcada

com *®®Ho, obtida em microscépio 6tico

A FIG. 21 mostra o aspecto fisico da resina Sepharose em microscépio 6tico.

Tanto a FIG.20 como a FIG.21 mostram que ambas as resinas sado esféricas e
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uniformes, uma das caracteristicas que as tornam possiveis para serem utilizadas in

vivo.

FIGURA 21. Foto da resina Sepharose obtida em microscépio 6tico

4.2.3- Estimativa de Custo

Este foi baseado na comercializacdo de 6 doses de **Sm-EDTMP por semana

em 2005. Por isso, é valido enfatizar que este seria o valor aproximado se fossem

comercializadas 6 doses de °°Ho-Sepharose por semana. A TAB. 15 mostra a

estimativa de custo de ***Ho-Sepharose.

TABELA 15 — Estimativa de custo aproximado do **°*Ho-Sepharose

CUSTO TOTAL DO DOSE DE ®*3Sm-EDTMP CUSTO FINAL DO

153Sm-EDTMP (R$)* (GBQ) 188 o-Sepharose (R$)
628,30 3 (100mCi) 610,3
647,32 5 (150mCi) 621,0
666,35 7 (200mCi) 631,7

* valores correspondentes a 2005
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Os valores foram extrapolados variando o custo da matéria-prima. Como o
custo dos materiais utilizados no processo de marcacédo da *°Ho-Sepharose é menor
em relacédo a producdo do *3*Sm-EDTMP, o custo estimado do produto final diminui.
No caso, do produto ser comercializado seria necessario um outro estudo mais
detalhado da resina marcada com **°Ho.

A avaliacdo do custo das microesferas **®*Ho-Sepharose foi realizada de maneira
aproximada. O tratamento realizado em um hospital, localizado na Flérida (EUA),
utilizando Therasphere®, teve o custo de US$20.000,00 [97]. Excluindo os valores do
custo da infra-estrutura e mao-de-obra de um hospital. O valor do radiofarméaco
superaria muito o valor estimado se o Centro de Radiofarméacia do IPEN-CNEN/SP
produzisse as microesferas marcadas (R$621,00). De qualguer maneira, é necessario

fazer uma analise de custo acurada para uma possivel comercializacédo.

4.3 - Desenvolvimento de Microesferas de Acido Latico marcadas com

166H0

4.3.1 - 12 Fase - Preparo do Acetilacetonato de Ho (HoAcAc)

A primeira fase do desenvolvimento das microesferas de &acido latico é a
formacao de cristais de Hélmio ligados a acetilacetona (AcAc). A estrutura contém 3
moléculas de AcAc e 2 moléculas de agua para um atomo de Hélmio.

A TAB. 16 mostra os resultados obtidos no preparo de HoAcAc.
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TABELA 16. Rendimento da Reacdo de Formacao do HoAcAc

MASSA pH DA MODO DE MASSA DO RENDIMENTO DA
HoCl;.6H,0 (g) REACAO SEPARACAO HoAcAc (g) REACAO (%26)
1,0 8,50 Centrifuga 0,70 54
1,0 8,59 Centrifuga 0,74 57
1,0 8,80 Filtro 0,40 31
Millipore 5um
5,0 8,40 Centrifuga 2,96 46
1,0 8,47 Centrifuga 0,35 27
1,0 8,57 Filtro 0,34 26
Millipore 5um
2,0 8,65 Filtro 0,97 37
Millipore 5um
5,0° 8,42 Centrifuga e 4,67 35
Filtro
Millipore 5um

“5,0g de Ho,03

A separacdo dos cristais foi realizada através da centrifuga e/ou filtro Millipore
S5um e 0,22um. A secagem foi feita na estufa, ao céniwr de Nijsen et al.l*®l que
secou o HoAcAc com gas nitrogénio. A temperatura foi variada de 30-60°C, mostrando
que em 60°C os cristais secam e ndo perdem a integridade durante as 48 horas que
permaneceram na estufa. Ndo foi testado o método utilizando gas nitrogénio. Todas
estas variagbes resultaram em um rendimento médio de (39,0 = 11,8)%. Houve
mudancas de processos da reacdo de formacdo do HoAcAc até que fosse atingido o
melhor resultado de rendimento, o que explica a disparidade de valores. Nos quatro

altimos experimentos a média de rendimento foi de (31,25 + 4,75)%, um pouco
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menor em relacdo a todos o0s experimentos, porém, com uma reprodutibilidade
melhor. De qualquer maneira, o0s resultados de rendimento da reacdo obtidos
experimentalmente foram maiores que os obtidos por Mumper et al.l’

(27,7%=%4,9)%. )%. A TAB. 17 mostra a distribuicdo do tamanho das particulas

determinada através do um granulémetro a laser 6tico (Cilas,1064).

TABELA 17. Tamanho de Particula do HoOAcAc*

RESINA DIAMETROA  DIAMETRO A DIAMETRO A
10% (pm) 50% (pm) 90% (pm)
HoACAC 90,36 140 214,73

* Valores cumulativos

A FIG. 22 mostra o grafico da distribuicdo granulométrica dos cristais de

HoACAc.
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FIGURA 22. Distribuicdo Granulométrica — HoAcAc
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4.3.2 — 22 Fase - Sintese das microesferas de Acido Latico com H6éImio

No trabalho de Nijsen et al. a formacdo das microesferas de acido latico foi
realizada em um sistema fechado, como mostra a FIG. 23. No Centro de
Radiofarmécia, uma adaptacdo deste sistema foi feita, porém em um sistema aberto

(F1G.24).

Agitador

Termostato

éBecker

LLLLL
BRAE

i Agua

FIGURA 23. Aparato desenvolvido por Nijsen et al. para o desenvolvimento de

microesferas de acido latico marcadas com *®Ho




65

FIGURA 24. Aparato utilizado no desenvolvimento de microesferas de acido

latico: (A) agitador mecanico, (B) gas Nitrogénio, (C) agua, (D) caixa de isopor, (E)

bomba de agua, (F) termdmetro.

Para manter a reacao a 25°C, foi utilizada uma caixa de isopor e uma bomba
de agua para aquecimento do banho. A reacdo é endotérmica, por isso foi necessario
o banho de aquecimento. Em relacdo a agitacdo da reacdo, a literatura sugere 500
rpm, que foi obtida com o agitador mecéanico. A funcdo do gas nitrogénio é ajudar no
processo de evaporacado do cloroférmio. A solucdo permaneceu em agitacdo em média
por 4 horas, dependendo da quantidade de massa. Ha uma relacdo diretamente
proporcional entre o tempo de agitacdo e a massa. Este tempo de agitagdo € para que
ocorra a completa evaporacdo do cloroférmio. Foi variada a velocidade e o tempo de
agitacao e a presenca do gas nitrogénio.

Ap6s a secagem do cloroférmio, a solucdo restante foi centrifugada. Porém
poucas vezes ocorreu a separacao das fases, sem a formacéo visivel das microesferas
de A&cido latico marcadas com '°®Ho como esperado. Uma melhoria no aparato
experimental é necessaria para a obtencdo de melhores resultados. Ha a necessidade
de melhorias e continuidade do trabalho. A evaporacdo do cloroférmio ocorre de

maneira lenta, em torno de 40 horas, de acordo com os autores Nijsen et al. [91]. Nos




66

experimentos deste trabalho a evaporacao ocorreu em cerca de 4 horas. As massas
utilizadas neste trabalho foram menores que as de literatura, mas de qualquer
maneira, acredita-se que a rapidez da evaporacdo do solvente pode ter influenciado

na pouca formacédo das microesferas de acido latico marcadas com Ho.
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5- CONCLUSAO

Em relacdo as microesferas de acido latico, a 12 fase, a sintese do HoAcAc,
apresentaram bons resultados, superando os resultados apresentados na literatura. A
22 fase, apesar das microesferas de &acido latico ndo se formarem, houve um
progresso no aparato criado.

As resinas AG50W-X2 (100-200 mesh), AG50W-X8 (200-400 mesh), Amberlite
IR 120 NA e CM Sephadex C-25 apresentaram 6timos resultados quando marcadas
com **°*Ho e mostraram uma boa estabilidade in vitro nos meios estudados. Apesar de
ndo terem o tamanho adequado para a terapia de tumores hepaticos as resinas
AG50W-X2, AG50W-X8, Amberlite e Sephadex podem ser Uteis para outros tipos
tratamentos, como para o tratamento de tumores de cabeca e pescoco. E valido
lembrar que sdo necessarios estudos nesta area para que se comprove a efetividade
de microesferas radioativas nestes tipos de tumores.

Nos primeiros experimentos, a massa da Sepharose era pequena, e quando se
aumentou a massa da Sepharose para a mesma quantidade de '°°Ho e introduziu o
filtro Millipore 0,22um o resultado obtido foi excelente (97,2%). A Sepharose possui
todas as caracteristicas ideais para a terapia de tumores hepaticos a um valor justo.

Segundo os estudos de Tuner et al.[650], a dose padrdo de microesferas
marcadas com '®°Ho para uso em humano é de 5,8GBq (157mCi). Pelos estudos
realizados neste trabalho, é possivel reter cerca de 0,89 de Ho (***Ho) por grama de
resina. Assumindo a maior atividade especifica obtida (TAB. 5) nas condicdes atuais
do Reator Nuclear IEA-R1, 42,96 Ci*®®*Ho/gHo, seria possivel marcar 100mg de resina
com 343mCi (~12GBq) de '®°Ho, mais do que o suficiente para aplicacées
terapéuticas. No caso da resina Sepharose marcada com *®°Ho, seguindo estes
mesmos dados de irradiacdo, é possivel obter a atividade de 343mCi (—12GBq) para
cada 0,45mL de resina marcada com *°°Ho. Existe uma diferenca cinco vezes maior

entre a massa (g) por volume (mL) da resina verificado experimentalmente e o dado
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de acordo com o fabricante, esta diferenca precisa ser estudada para que se possam
obter dados mais precisos.

Existem diversas técnicas no combate a reducdo de tumores hepaticos, cada
qual com suas vantagens e desvantagens. A radioterapia interna seletiva é uma
técnica inovadora que beneficia pacientes com metastases hepaticas e tumores de
figado primario. Com este estudo, pode-se verificar que a implantagdo desta técnica
no pais é possivel e a um valor justo. E claro que ainda sdo necessarios mais estudos

essenciais, como o comportamento in vivo das microesferas marcadas.
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