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Resumo  

 

 

Nesta tese estudaram-se os complexos catiónicos e lipofílicos 
99m

Tc-TMEOP e 

99m
Tc-DMEOP para avaliar o seu potencial como candidatos a sondas radioactivas para 

a detecção tumoral e detecção de resistência a múltiplos fármacos. 

A avaliação destes compostos foi realizada através de estudos de captação in 

vitro e in vivo. Numa primeira fase, utilizaram-se diferentes linhas tumorais para avaliar 

a captação dos organocomplexos referidos. Os complexos 
99m

Tc-Sestamibi e 
99m

Tc-

Tetrofosmina actualmente utilizados em imagiologia clínica para estudos de perfusão do 

miocárdio e detecção tumoral foram utilizados em paralelo para efeitos comparativos. 

Os ensaios de captação celular permitiram observar que o 
99m

Tc-DMEOP é, de 

entre os 4 complexos estudados, o que apresenta taxas mais elevadas de captação 

celular, seguido do 
99m

Tc-TMEOP. Foi também observado que a linha celular que 

sobre-expressa a glicoproteína-P (MCF-7_Pgp) apresenta captações celulares mais 

baixas para todos os compostos utilizados. Estudou-se ainda os mecanismos pelos quais 

o complexo 
99m

Tc-DMEOP entra nas células tumorais. Verificou-se que a captação 

celular é influenciada por alterações dos valores de Δψp e Δψm, com um forte contributo 

do Δψm na captação e retenção celulares. 

Na segunda fase foram realizados estudos in vivo. Nestes estudos utilizaram-se 

as linhas celulares tumorais MCF-7, MCF-Pgp e MDA-MB-231 para induzir tumores 

em ratinhos. Os resultados não mostraram níveis de fixação tumorais significativos mas, 

como esperado, observou-se uma elevada fixação ao nível do músculo cardíaco. Na 

terceira fase, a técnica de western blot mostrou a expressão da Pgp em todos os 

extractos tumorais, mas não nos extractos dos homogenatos das linhas celulares 

utilizadas para induzir tumores nos ratinhos. 
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Abstract 

 

 

In this thesis we studied the lipophilic and cationic complexes 
99m

Tc-DMEOP 

and 
99m

Tc-TMEOP to evaluate their potential as candidates for radioactive probes for 

tumour detection and detection of multidrug resistance. 

The evaluation of these compounds was performed by uptake studies in vitro 

and in vivo. In a first phase, individual tumour lines were used to assess uptake of the 

complexes above. The 
99m

Tc-Sestamibi and 
99m

Tc-Tetrofosmin complexes currently 

used in medical imaging to study myocardial perfusion and tumour detection were used 

in parallel for comparative purposes. 

Assays of cellular uptake allowed the observation that 
99m

Tc-DMEOP is, among 

the four complexes studied, the one that presents higher rates of cellular uptake, 

followed by 
99m

Tc-TMEOP. It was also observed that the cell lines overexpressing P-

glycoprotein (MCF- 7 Pgp) have the lowest cell uptake of all the compounds used. The 

mechanisms by which the 
99m

Tc-DMEOP complex enters the tumour cells were also 

studied. It was found that the cellular uptake is influenced by changes in the Δψp and 

Δψm values, with a strong contribution from Δψm in cellular uptake and retention. 

In the second phase studies were performed in vivo. In these studies we used 

tumour cell lines MCF-7, MCF-7 Pgp and MDA –MB 231 to induce tumours in mice. 

The results showed no significant levels of tumour fixation but, as expected, there was a 

high level attachment to the heart muscle. In the third phase, the western blot showed 

expression of Pgp in all tumour extracts but not in extracts from homogenates of cell 

lines used to induce tumours in mice. 
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Objectivo do trabalho  

 

 

Os complexos 
99m

Tc-Sestamibi e 
99m

Tc-Tetrofosmina utilizados em estudos de 

perfusão do miocárdio, apresentam um carácter catiónico e lipofílico, que leva à sua 

acumulação em células tumorais. Deste modo, surgiu também a possibilidade da sua 

utilização clínica para detecção tumoral por SPECT. Esta aplicação é fundamentada no 

potencial negativo aumentado das membranas plasmática e mitocondrial de células 

tumorais, o que favorece a entrada e retenção dos compostos. 

À semelhança destas aplicações do 
99m

Tc-Sestamibi e da 
99m

Tc-Tetrofosmina 

para além da cardiologia nuclear, pretende estudar-se o comportamento de outros 

complexos de Tc lipofílicos e catiónicos desenvolvidos no Grupo de Ciências 

Radiofarmacêuticas, nomeadamente 
99m

Tc-TMEOP e 
99m

Tc-DMEOP. 

Esta dissertação tem assim como principal objectivo a avaliação do 

comportamento biológico in vitro e in vivo destes complexos organometálicos de 

99m
Tc(I) de modo a avaliar o seu potencial interesse clínico no diagnóstico tumoral e 

como sondas para avaliação de fenótipo de resistência a múltiplos fármacos. Nesse 

sentido o trabalho foi dividido em 3 objectivos específicos: 

- Na primeira fase estudar in vitro a captação celular dos complexos de 
99m

Tc em 

linhas celulares de origem tumoral versus linhas celulares tumorais resistentes a 

múltiplos fármacos. De modo a tentar perceber os mecanismos de captação do 
99m

Tc-

DMEOP realizar também ensaios de captação com vários modeladores.  

- Numa segunda fase realizar estudos de biodistribuição e fixação tumoral em 

pequenos roedores. Deste modo pretendeu verificar-se se estes complexos têm potencial 

para uma possível aplicação clínica analisando o perfil de biodistribuição in vivo. 

 - Na terceira fase avaliar a expressão da glicoproteína-P em extractos proteicos 

isolados dos tumores ou em extractos de homogenatos celulares através da técnica de 

western blot. 
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CAPÍTULO 1 

  

Introdução 
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1.1. Radioactividade e Medicina 

 

 

 

A Medicina Nuclear é um ramo da medicina que recorre à utilização de isótopos 

radioactivos para a obtenção de informação sobre o funcionamento de órgãos 

específicos de um indivíduo ou para o tratamento de uma doença. 

Se considerarmos os isótopos radioactivos naturais a Medicina Nuclear terá tido o 

seu início em 1901 com a utilização do isótopo natural do rádio no tratamento de lesões 

cutâneas pelo médico francês Henri Danlos. A utilização de isótopos radioactivos 

artificiais surge na década de 30 do século XX, pois foi em 1934 em que o casal de 

radioquímicos franceses Frederic Juliot e Irene Curie Juliot produziu o primeiro 

radioisótopo artificial, o fósforo 30 (
30

P).  

Considerando então os isótopos artificiais o início das aplicações médicas da 

radioactividade poderá ter tido o seu início com George Hevesy com a utilização de 

fósforo radioactivo em animais saudáveis no ano de 1935 ou então com Joseph 

Hamilton que terá tentado tratar doentes com leucemia recorrendo ao sódio 24 (
24

Na) 

em 1936. Foi por esta altura que foi introduzido o primeiro ciclotrão que permitiu 

produzir numerosos nuclídeos que foram aplicados às técnicas de diagnóstico e terapia. 

A Medicina Nuclear foi definida oficialmente em 1967, e desde essa altura este ramo da 

medicina mudou tendo sofrido muitas alterações. 
[1]

 

 

 

1.1.1. Fundamentos da Química e Radioquímica do Tecnécio 

 

O elemento tecnécio (Tc) foi descoberto por Segrè e Perrier em 1937, quando 

estes 2 cientistas trabalhavam com um ciclotrão e estudavam a irradiação de um alvo 

metálico de molibdénio (Mo) com deuterões. 

Este metal de transição localiza-se no grupo 7, posição 43 da tabela periódica e 

apresenta a configuração electrónica ([Kr]4d
5
 5s

2
).  

Este elemento possui 27 isótopos cujos números de massa variam de 90 a 110. Foi 

o primeiro elemento a ser produzido artificialmente. 
[1]
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O tecnécio é de extrema importância especialmente devido ao facto de possuir 7 

isótopos metaestáveis. Destes isótopos, o tecnécio 99 metaestável (
99m

Tc)  é o mais 

utilizado em imagiologia dadas as suas propriedades físicas e químicas que são 

apropriadas para exames de diagnóstico com o recurso à técnica de tomografia 

computorizada por emissão de fotão único (single photon emission computed 

Tomography - SPECT): 

- Ser um emissor  com uma energia de 142 keV, suficiente para atravessar os 

tecidos e órgãos e ser detectada numa câmara gama, permitindo imagens de 

elevado qualidade; 

- Ser de fácil obtenção utilizando um gerador comercial portátil de 
99

Mo/
99m

Tc; 

- Ter um tempo de t1/2 de 6,02 horas o que o torna adequado para a síntese de 

radiofármacos, para realizar o controlo de qualidade através de HPLC, administrar 

ao doente e para a aquisição de imagens, assim como, minimizar a exposição do 

doente à dose de radiação; 

 - Possuir uma capacidade de coordenação alargada permitindo a preparação de 

uma grande diversidade de compostos distintos nas suas propriedades físico-

químicas e biológicas. 

 

O Tc apresenta estados de oxidação entre o -1 e o +7, podendo assim formar uma 

grande variedade de compostos que poderão possivelmente ser utilizados como 

radiofármacos. 
[1]

 Este elemento de transição possui propriedades semelhantes às do 

Rénio (Re), uma vez que os seus raios atómicos são semelhantes, devido à contracção 

dos lantanídeos. Destas propriedades salientam-se a geometria de coordenação e 

lipofilia. Apesar disso exibem algumas diferenças principalmente na capacidade de oxi-

redução, apresentando o Re complexos mais facilmente oxidáveis, e de um modo geral, 

mais inertes do que os de Tc. 
[2]

 

Os compostos com 
99m

Tc mais estudados até há relativamente pouco tempo eram 

aqueles em que o Tc se apresentava nos estados de oxidação +3 e +5. Nos últimos anos 

os complexos tricarbonilo de Tc(I) assumiram uma posição de destaque no na 

investigação e desenvolvimento de novos radiofármacos. 
[3,4]
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Como referido acima, o 
99m

Tc é obtido no estado de oxidação +7 sob a forma de 

pertecnetato [TcO4]
-
, por eluição do gerador de 

99
Mo/

99m
Tc. Este estado de oxidação é o 

mais estável em solução aquosa.  

O gerador 
99

Mo/
99m

Tc (Figura 1.1) é constituído por uma coluna de alumina com 

[
99

MoO4
2-

] adsorvido no seu topo. O tempo de semi-vida do 
99

Mo é de 66 horas 

decaindo por emissão 
-
 para o estado metaestável 

99m
Tc (87%) e para o estado 

fundamental 
99

Tc (13%) (Figura 1.2). O 
99

Mo sofre um decaimento contínuo para o 

isótopo 
99m

Tc, originando o aumento de concentração deste último até que se atinge um 

equilíbrio transitório após 22 horas. Através da eluição com uma solução aquosa de 

NaCl a 0,9% (soro fisiológico), o 
99m

Tc é separado e recolhido num frasco submetido a 

vácuo sob a forma de pertecnetato de sódio (Na
99m

TcO4). O [
99

MoO4
2-

], mantém-se 

adsorvido na coluna de alumina, prosseguindo o processo de decaimento para 

[
99m

TcO4]
-
, que pode ser eluído para ensaios posteriores. 

       



 

 

Figura 1.1. Gerador isotópico de 
99

Mo/
99m

Tc 
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Figura 1.2. Esquematização do decaimento dos isótopos radioactivos no gerador 
99

Mo/
99m

Tc.  

 

O 
99m

Tc possui uma concentração baixa no eluído, que varia entre 10
-7

 M a 10
-8

 

M, razão pela qual a síntese dos radiofármacos é realizada em soluções aquosas muito 

diluídas quando estas são obtidas directamente do gerador. 
[3-9]

 

O [
99m

TcO4

-
] em solução aquosa diluída não permite a caracterização dos 

complexos de 
99m

Tc por técnicas normalmente utilizadas em química inorgânica, tais 

como difracção de raios-X assim como a aplicação da ressonância magnética nuclear 

(RMN) e infravermelho (IV). Assim, a caracterização dos compostos contendo 
99m

Tc é 

realizada recorrendo à técnica cromatográfica cromatografia líquida de alta pressão 

(high perfomance liquid chromatography - HPLC) com o recurso a um detector  e o 

tempo de retenção comparado com o de complexos análogos de 
99

Tc ou de Re 

(detectores ultravioleta – visível UV-Vis). Devido ao tempo de semi-vida do 
99

Tc (t1/2 = 

2,12 x 10
5
 anos) ser muito elevado e deste ser um emissor 

-
, o que implica maiores 

cuidados na manipulação e armazenamento, recorre-se usualmente aos análogos de Re 

para a identificação dos complexos de 
99m

Tc. 

 

 

1.1.2. Radiofármacos de 
99m

Tc 

 

As aplicações clínicas iniciais do 
99m

Tc em imagiologia encontram-se descritas a 

partir de 1960, quando se começou a utilizar o [
99m

TcO4]
-
 para a obtenção de imagens 
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da tiróide (Shellabarger) e do cérebro (Harper e Lathrop). 
[10]

 No entanto a utilização do 

pertecnetato demonstrou ser muito limitada. 

 Foi ainda nas décadas de 60 e 70 que surgiram diferentes radiofármacos de 

99m
Tc que vieram permitir a avaliação de alterações do funcionamento de diversas 

estruturas e órgãos tais como o esqueleto, o fígado e os rins. Estes radiofármacos 

também permitiram o diagnóstico de diversas patologias. Estes radiofármacos foram 

desenvolvidos sem apoio da química de coordenação deste radionuclídeo,  destacamdo-

se o 
99m

Tc-MDP (metilenodifosfonato), o 
99m

Tc-HMDP (hidroximetilenodifosfonato) e 

o 
99m

Tc-DTPA (ácido dietilenotriaminopentacético). Estes radiofármacos sem estrutura 

molecular conhecida são na sua grande maioria utilizados actualmente na prática 

clínica. Nas décadas que se seguiram a química de coordenação do Tc passou a dominar 

o desenvolvimento de radiofármacos de 
99m

Tc. Dos radiofármacos desenvolvidos 

destacam-se os oxocomplexos de Tc (V) 
99m

Tc-D,L-HMPAO (utilizado para estudos de 

perfusão cerebral) e o 
99m

Tc-MAG3 (estudo da função renal) cujas estruturas 

moleculares se encontram bem conhecidas e definidas, tendo ambos sido aprovados 

para o uso clínico (Figura 1.3). 
[11]

 

 

Figura 1.3. Representação das estruturas moleculares dos rádiofármacos 
99m

Tc-D,L-

HMPAO e ) 
99m

Tc-MAG3 aprovados para a prática clínica. 
[11,12]

 

 

No século XXI têm vindo a desenvolver-se muitos trabalhos de investigação na 

química radiofarmacêutica com o intuito de desenvolver novos complexos de 
99m

Tc 

funcionalizados com biomoléculas, de modo a tornarem-se mais específicos. Estes 

complexos de 
99m

Tc investigados foram funcionalizados com biomoléculas como por 

exemplo, anticorpos monoclonais, antagonistas de receptores do sistema nervoso central 

e nucleósidos. 
[6,7,13-15] 

No entanto, apenas um número reduzido destes radiofármacos 
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investigados foi aprovado para a prática clínica. 
[16-19]

 Deste modo, parece ser 

fundamental o recurso à química inorgânica e organometálica para a obtenção de novos 

complexos, com o objectivo de se desenvolverem radiofármacos com elevada 

especificidade de modo a atingirem-se os alvos de uma forma mais criteriosa e eficaz.  

   Assim, diversos estudos que têm vindo a ser realizados com o recurso a 

diferentes centros metálicos e utilizando ligandos bifuncionais, para permitir uma 

coordenação eficaz do 
99m

Tc a diferentes biomoléculas (Figura 1.4). 
[6,20,21]

  

 

 

Figura 1.4. Centros metálicos principais de 
99m

Tc utilizados para desenvolver radiofármacos 

específicos (BM = biomolécula). 
[22]

 

 

Os oxocomplexos de Tc(V) contendo a unidade [Tc = O]
3+

 utilizados até à 

relativamente pouco tempo, eram os mais exaustivamente estudados para a marcação 

com biomoléculas. 
[8]

 Esta unidade é estabilizada geralmente por ligandos tetradentados 

dadores de electrões tais como N e S devido à partilha dos electrões desemparelhados. 

Estas unidades apresentam geralmente desvantagens relativamente à possível formação 

de estereoisómeros. 
[22]

 Os isómeros resultantes poderão apresentar diferentes 
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propriedades físico-químicas e um comportamento biológico diferente, podendo dessa 

forma reduzir a eficácia do radiofármaco. Para além das desvantagens já referidas, estes 

complexos podem levantar dificuldades na funcionalização dos ligandos tetradentados 

com as biomoléculas, que pode envolver diferentes estratégias de protecção e 

desprotecção de grupos funcionais. 
[15]

        

De forma a resolver algumas das dificuldades apresentadas relativamente à 

unidade [Tc = O]
3+

 foram introduzidos novos fragmentos metálicos com novas 

abordagens para a marcação de biomoléculas com o 
99m

Tc (Figura 1.4). Destas novas 

formas de abordar as dificuldades referidas surge então o HYNIC (ácido 

hidrazinonicotínico) e a abordagem organometálica. Estas baseiam-se em complexos 

com os centros metálicos [Tc-HYNIC] e fac-[Tc(CO)3]
+
, os quais têm vindo 

desempenhar nos últimos anos um papel cada vez mais importante na procura de novas 

abordagens radiofarmacológicas.  

Na abordagem [
99m

Tc-HYNIC] o ligando HYNIC pode coordenar-se ao ião 

metálico de 2 formas: a mono ou a bidentada. Para tal é necessário utilizar co-ligandos 

de forma a criar uma esfera de coordenação em torno do ião metálico, e  obter 

complexos de 
99m

Tc mais estáveis e facilmente funcionalizáveis com diferentes 

biomoléculas. Estes co-ligandos apresentam-se com átomos dadores de electrões tais 

como o N e o O. Nestes co-ligandos incluem-se o EDDA (ácido etilenodiamino 

diacético), o gluconato e o ácido nicotínico. 

A vantagem desta abordagem é controlar a lipofília e farmacocinética dos 

complexos com o recurso a diferentes combinações de co-ligandos. 
[15,23-25]

 No entanto, 

a natureza da ligação Tc-N na coordenação do HYNIC continua a não ser conhecida, 

constituindo assim uma desvantagem para a aplicação desta metodologia no 

desenvolvimento de radiofármacos. 

Entre os fragmentos mais promissores encontra-se o fac-[Tc(CO)3]
+
, uma vez 

que apresenta características muito apropriadas para a conjugação com biomoléculas. 

[26,27]
 Esta unidade será abordada na secção que segue (secção 1.1.3). 
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1.1.3. Precursor fac-[
99m

Tc (H2O)3(CO)3]
+
  - características e síntese 

 

Os complexos tricarbonilo de Tc(I) apresentam grande estabilidade 

relativamente a reacções de oxidação em meio aquoso e sob várias condições de pH. 

Estes apresentam-se assim como sendo mais vantajosos considerando a aproximação 

organometálica quando comparados com os complexos com origem na unidade [Tc = 

O]
3+

. 
[4]

 

 O precursor fac-[Tc(H2O)3(CO)3]
+
 é utilizado em meio aquoso para se proceder 

às diversas reacções para a preparação dos mais variados complexos contendo esta 

unidade. Originalmente a síntese deste precursor era realizada a 1 atm com CO e a 

redução do ião pertecnetato era efectuada com o recurso a BH3/THF e NaBH4. 
[28-30]

 

Apesar deste método permitir obter o aquo-complexo fac-[
99m

Tc(H2O)3(CO)3]
+

, a sua 

preparação a nível hospitalar não era muito viável devido à elevada toxicidade inerente 

ao monóxido de carbono na forma gasosa. Consequentemente foi desenvolvida uma via 

alternativa de síntese deste precursor recorrendo ao boranocarbonato de potássio 

(K2[H3BCO2]). Este actua como agente redutor e ao mesmo tempo fonte de CO através 

de uma reacção de hidrólise em meio aquoso (Figura 1.5), e desta forma o Tc(VII) é 

reduzido a Tc(I) e é evitada a utilização de CO na forma gasosa utilizado na primeira 

opção de síntese abordada. 
[30-32]

         

 

Figura 1.5. Síntese do precursor fac-[
99m

Tc(H2O)3(CO)3]
+
 e composição do kit Isolink ®. 
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Com a introdução desta via de síntese recorrendo ao boranocarbonato e devido 

às características que este apresenta, foi possível a introdução de uma formulação sob a 

forma de um kit liofilizado para a obtenção de precursor tricarbonilo. Este kit é 

comercializado para fins de investigação com o nome Isolink (Coviden, Petten, 

Holanda) (Figura 1.5), permitindo num único passo a preparação do aquo-complexo 

fac-[
99m

Tc(H2O)3(CO)3]
+
 de uma forma quantitativa, bastando para isso a adição do ião 

pertecnetato e posterior aquecimento a 100ºC durante 20 minutos. 

Os complexos fac-[M(H2O)3(CO)3]
+
 (M = 

99m
Tc, Re) apresentam uma enorme 

vantagem destacando-se no desenvolvimento de novos radiofármacos devido à inercia 

dos ligandos CO e da versatilidade química do precursor originada pela presença das 3 

moléculas de H2O que possuem uma elevada labilidade. Desta forma a fácil substituição 

dos ligandos H2O por ligandos com diferentes denticidades e características electrónicas  

e/ou estereoquímicas permite a preparação de um grande variedade de complexos. O 

fragmento fac-[
99m

Tc(CO)3]
+
 tem dimensões reduzidas e uma simetria quase esférica, 

formando tendencialmente complexos octaédricos bastante estáveis cinética e 

termodinamicamente. Todas estas características potenciam a sua utilização na 

concepção de radiofármacos, com o recurso a ligandos monodentados, bidentados e 

tridentados, com uma grande diversidade de átomos dadores (P, S, N, O, H) e a 

facilidade de funcionalização com o recurso a biomoléculas. 
[33-45]

 Quando comparado 

com outros centros metálicos de Tc, este fragmento organometálico apresenta uma 

lipofília intrínseca superior, o que poderá implicar maior facilidade para atravessar a 

membrana celular por difusão. 

Nos últimos anos têm sido desenvolvidos muitos complexos que possuem a 

unidade fac-[
99m

Tc(CO)3]
+
 para marcação de uma grande diversidade de biomoléculas, 

tais como, péptidos de dimensões reduzidas, açucares, aminoácidos, nucleótidos ou 

antagonistas do sistema nervoso central. No entanto, apesar dos resultados promissores 

obtidos até ao momento, não se encontra em aplicação clínica nenhum radiofármaco 

contendo a unidade fac-[
99m

Tc(CO)3]
+
.   
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1.2. Radiofármacos para detecção tumoral 

 

O diagnóstico da doença oncológica efectuado precocemente é de extrema 

importância para que a terapia possa ter sucesso e travar o desenvolvimento da doença 

para estágios mais avançados.  

A capacidade de discernir células normais de células cancerígenas, que durante o 

processo de oncogénese sofrem alterações ao nível molecular e fisiológico, é 

fundamental. Seguindo esta linha de raciocínio diversos investigadores empreenderam 

esforços para desenvolver novos radiofármacos com capacidade selectiva de detecção 

de células tumorais. 

Inicialmente o recurso a radiofármacos era limitado à detecção de alterações 

morfológicas, tal como a permeabilidade vascular ou alterações da actividade 

metabólica. Neste momento as abordagens centram-se na detecção da expressão de 

receptores e proteínas de transporte membranares como por exemplo a glicoproteína-P 

(proteína de efluxo existente na membrana plasmática). Para que tal abordagem possa 

ocorrer diversas biomoléculas foram marcadas de modo a se poder avaliar a sua 

potencial aplicação clínica.  

 Combinar a sensibilidade das técnicas nucleares com moléculas que apresentem 

especificidade biológica para as células tumorais, recorrendo aos conhecimentos da 

Biologia Molecular, será o maior desafio que se enfrenta na actualidade. 

  

 

1.2.1. Diferenças entre células normais e células tumorais 

 

As células tumorais surgem devido a acumulação de mutações no ácido 

desoxirribonucleico (ADN). Este processo pode ser lento e levar inclusive vários anos 

estando dependente de diversos factores genéticos ou ambientais. O cancro surge devido 

a uma proliferação de células tumorais associada à autonomia de crescimento, à não 

resposta a sinais inibitórios, à capacidade de invasão de tecidos circundantes e devido ao 

seu potencial ilimitado de replicação. 

As diferenças entre células normais e tumorais são muitas tanto ao nível 

morfológico como funcional e molecular. A proliferação das células tumorais é muito 

mais rápida do que nas células normais. As primeiras perdem a capacidade de aderência 
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dando origem à sua migração para tecidos vizinhos, ou através da corrente sanguínea (e 

sistema linfático) para regiões do organismo mais afastadas originando metástases ou 

tumores secundários. Adicionalmente, as células tumorais malignas têm a capacidade de 

segregar moléculas com a capacidade de estimular o crescimento de vasos sanguíneos 

podendo desta forma proliferar e promover a angiogénese. 
[46]

  

 As células tumorais apresentam também um potencial de membrana 

mitocondrial mais negativo do que as células normais. 
[47]

   

 

 

1.2.2. Detecção tumoral in vivo 

 

 Considerando as características das células tumorais é de extrema importância o 

desenvolvimento de radiofármacos que as explorem, e deste modo obter compostos 

específicos para a detecção tumoral. 

 O facto de as células tumorais apresentarem um potencial de membrana 

mitocondrial mais negativo do que as mitocôndrias das células normais será uma das 

características a ter em conta. Assim, a concepção de radiofármacos como os catiões 

lipofílicos deslocalizados que se acumulam selectivamente nas mitocôndrias das células 

tumorais está despertar um enorme interesse na investigação do cancro. 

 

 

1.2.2.1. Aspectos importantes na captação celular de radiofármacos 

 

 Todas as células eucarióticas possuem no seu citoplasma mitocôndrias 

(organelos). Em condições aeróbicas estas são responsáveis pela produção de maior 

parte da energia sob a forma de ATP, essencial para o desempenho das funções 

celulares. 

 Estes organelos encontram-se presentes em maior número em células que 

apresentam maiores necessidades energéticas, como nas células do músculo cardíaco e 

do sistema muscular e de todo o sistema nervoso (nas extremidades dos axónios).  

A actividade da mitocôndria depende da sua divisão em compartimentos 

especializados, os quais são delimitados por membranas. A mitocôndria possui 2 

membranas, a membrana externa e a interna, delimitando 2 compartimentos, o espaço 
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intermembranar e a matriz mitocondrial (envolvida pela membrana interna). A 

membrana interna possui uma superfície superior à da membrana externa dado que se 

apresenta sob a forma de pregas ou cristas (Figura 1.6). 

 

 

Figura 1.6. Estrutura da mitocôndria (imagem adaptada).
 [48]

 

 

A glucose é a principal fonte de energia das células uma vez que a sua 

degradação dá origem a CO2, H2O e ATP. A degradação da glucose ocorre em 3 etapas 

fundamentais: glicólise, ciclo de Krebs e fosforilação oxidativa. Nesta última etapa 

ocorre uma série de reacções de oxi-redução na membrana interna da mitocôndria que 

terminam com a redução do O2 a H2O. Nesta etapa em cada uma das reacções ocorre a 

transferência de electrões de um estado de alta energia para um estado de baixa energia, 

e consequentemente há libertação de energia para o sistema. A teoria quimiosmótica, 

define que esta energia é utilizada para bombear protões da matriz mitocondrial para o 

espaço intermembranar, estabelecendo desta forma um gradiente através da membrana 

interna. Esta distribuição de cargas através da membrana interna (matriz – lado negativo 

e espaço intermembranar – lado positivo) gera um gradiente electroquímico 

transmembranar (força motriz protónica) que é utilizado para a posterior síntese de 

ATP. A força motriz protónica gerada pela fosforilação oxidativa apresenta 2 

componentes, a componente química (pH) e a eléctrica. A componente eléctrica ou 

potencial de membrana mitocondrial (m) é um indicador do estado da função 

bioenergética do organelo, uma vez que dele dependem a integração adequada das 

diversas vias metabólicas que convergem na mitocôndria. 
[49]

 O m é a principal força 

motriz responsável por gerar ATP através da fosforilação oxidativa, pela regulação dos 
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níveis de Ca
2+

 na mitocôndria, pela formação de espécies reactivas de oxigénio e pela 

redução do NAD(P)H. 
[50]

 

 Tem-se vindo a demonstrar nos últimos anos o papel fundamental da disfunção 

mitocondrial em diversas doenças como por exemplo: o cancro, a diabetes e muitas das 

doenças degenerativas No caso do cancro foram identificadas diferenças entre as 

mitocôndrias de células tumorais e células normais, principalmente na sua actividade 

metabólica, na sua composição molecular, no ADN mitocondrial e no potencial de 

membrana mitocondrial. 
[47,51,52]

 Tais alterações advêm das necessidades energéticas 

mais elevadas das células tumorais, assim como da sua capacidade de resistir à 

apoptose, processo no qual a mitocôndria está envolvida. 

 O m elevado prevalece no fenótipo das células tumorais o que as torna num dos 

principais objectos de estudo para o desenvolvimento de radiofármacos para detecção 

tumoral. 
[53]

 Esta diferença de extrema importância foi alvo do estudo com o recurso a 

catiões lipofílicos que se acumulam nas mitocôndrias. 
[54-56]

 Devido às propriedades 

lipofilicas destes compostos, estes conseguem atravessar a membrana mitocondrial 

interna sem o auxilio de iónoforos (moléculas que são solúveis em lípidos, permitindo o 

transporte de iões através da bicamada lipídica das membranas celulares). Por outro 

lado a carga positiva destes compostos permite a acumulação mitocondrial, devido ao 

valor negativo de m. 

 Considerando a equação de Nernst, a diferença é de 60 mV no m entre as 

células normais e as células tumorais, sendo teoricamente suficiente para uma 

acumulação aproximadamente dez vezes superior dos compostos catiónicos nas 

mitocôndrias das células tumorais relativamente às células normais. 
[51-53,57]

 O potencial 

de membrana plasmática (p) também dá a sua contribuição neste processo uma vez 

que p oscila de -30 a -60 mV entre o espaço extracelular e o citoplasma. Desta forma 

há uma acumulação de espécies catiónicas no citoplasma, que consequentemente 

aumenta a disponibilidade destas espécies para a captação mitocondrial. O potencial de 

membrana plasmática é originado por vários factores, nomeadamente o transporte dos 

iões através da membrana celular e a selectividade à permeabilidade da membrana 

plasmática a esses iões. 
[50]
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1.2.2.2. Radiofármacos em desenvolvimento e em uso clínico 

 

Aprovados para o uso clínico como agentes de perfusão cardíaca, os 

radiofármacos 
99m

Tc-Sestamibi e 
99m

Tc-Tetrofosmina são catiões lipofílicos (Figura 

1.7), que apresentam uma elevada captação e retenção no coração, fígado e músculos, 

devido ao facto das células destes órgãos se apresentarem com um elevado número de 

mitocôndrias. O complexo 
99m

Tc-Sestamibi atravessa a membrana plasmática por 

transporte passivo devido à sua lipofília acumulando-se nas mitocôndrias devido ao seu 

m mais negativo. O complexo 
99m

Tc-Tetrofosmina parece ficar mais retido no 

citoplasma. No entanto ambos têm sido utilizados para a detecção tumoral devido à sua 

elevada acumulação em células tumorais. 
[58,59]

 

 

 

Figura 1.7. Estruturas dos complexos 
99m

Tc-Sestamibi e 
99m

Tc-Tetrofosmina. 

 

 

Entretanto surgiram como alternativa ao 
99m

Tc-Sestamibi e 
99m

Tc-tetrofosmina, 

os catiões lipofílicos deslocalizados derivados do trifenilfosfónio, os quais têm vindo a 

assumir um papel de destaque na concepção de sondas radioactivas que têm como alvo 

as mitocôndrias de células tumorais. Temos como exemplo, o tetrafenilfosfónio (TPP) e 

o metiltrifenilfosfónio (TPMP) que foram marcados com diversos radionuclídeos 

(
99m

Tc, 
64

Cu, 
18

F, 
11

C e 
3
H), úteis para SPECT e tomografia de emissão de positrões 

(Positron Emission Tomography – PET). 
[47,60-63]
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 O 
3
H-tetrafenilfosfónio (

3
H-TPP) foi um dos primeiros compostos a ser utilizado 

como catião lipofílico deslocalizado para a detecção tumoral (Figura 1.8). 
[64-66]

 

Permitiu realizar estudos de biodistribuição em modelos animais, mas não tem o 

potencial de radiofármaco uma vez que o trítio é um emissor 
-
 com baixa energia e um 

tempo de semi-vida longo (t1/2 = 12,3 anos). Apesar disso, apresentou resultados de 

biodistribuição em ratinhos normais e ratinhos com tumores induzidos com valores de 

captação superiores aos do 
99m

Tc-Sestamibi para o mesmo modelo animal. 
[66]

 Tais 

resultados conduziram a posteriores estudos com sais de fosfónio marcados com 
11

C ou 

18
F, tendo para tal sido sintetizados e avaliados os compostos 

11
C-trifenilmetilfosfónio 

(
11

C-TPMP) 
[67,68]

 e o 4-(
18

F-benzil) trifenilfosfónio ([
18

F]-BzTPP) (Figura 1.8). 
[69,70]

 

Os estudos de biodistribuição com o composto [
18

F]-BzTPP em ratinhos com tumores 

induzidos revelaram uma reduzida captação tumoral e uma considerável acumulação de 

radioactividade no coração e fígado. Com estes resultados este composto mostrou não 

ser útil para os objectivos traçados como radiofármaco para a detecção tumoral por 

PET. 
[71]

  

 

 

Figura1.8. Estruturas de sondas radioactivas derivadas dos catiões lipofílicos deslocalizados de 

fosfónio para a detecção tumoral. 

 

Recentemente surgiram complexos de 
64

Cu funcionalizados com catiões 

trifenilfosfónio para avaliação biológica (Figura 1.9). 
[72-76]

 Quando comparados com o 

99m
Tc-Sestamibi e 

99m
Tc-Tetrofosmina, os complexos de 

64
Cu apresentaram uma 

captação mais selectiva pelas mitocôndrias tumorais em ratinhos atímicos com gliomas 

induzidos, apresentando razões tumor/coração superiores. 
[74]

 Ainda assim, estes 
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apresentam fixações ao nível do fígado e coração relativamente elevadas. Na avaliação 

biológica de complexos de 
111

In análogos (Figura 1.9) apresentam captações tumorais 

semelhantes. No entanto, a selectividade tumoral de complexos de 
111

In relativamente 

aos tecidos com um número elevado de mitocôndrias tal como o coração, é menor do 

que para os análogos de 
64

Cu. 
[72,73]

 Nestes estudos, é referido o carácter hidrofílico 

como o causador dos resultados obtidos para os complexos de 
64

Cu (log P = -1,0 a -3,0). 

Assim este carácter hidrofílico origina uma maior dificuldade por parte dos complexos 

de 
64

Cu em transporem a membrana mitocondrial, fixando-se preferencialmente nas 

mitocôndrias de células tumorais que apresentam um valor de potencial de membrana 

mitocondrial mais elevado relativamente às células normais. 
[75]

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.9. Alguns exemplos de complexos metálicos utilizados como sondas radioactivas 

derivadas dos catiões fosfónio, para a detecção tumoral. 
[73-75,77]

  

 

Apenas recentemente se funcionalizaram dois tipos de complexos de 
99m

Tc com 

derivados trifenilfosfónio. 
[77]

 O primeiro estudo relata um oxo-complexo de Tc(V) 

[
99m

Tc]-Mito10-MAG3 (Figura 1.9) cujo interesse para a imagiologia do cancro foi 

avaliado com o recurso a ratinhos nos quais foi induzido quimicamente cancro da mama 

utilizando 7,12-dimetilbenzil--antraceno (DMBA). O complexo estudado revelou uma 
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captação tumoral relativamente reduzida, tendo diminuído ao longo do tempo, o que se 

deve muito provavelmente ao efluxo ocasionado por proteínas de efluxo tais como a 

glicoproteína-P. No segundo estudo foram desenvolvidos complexos organometálicos 

de Tc(I) com derivados de trifenilfosfónio, que  apresentaram valores de captação 

celular e mitocondrial moderados.  

Os estudos com complexos funcionalizados com derivados do trifenilfosfónio 

como sondas radioactivas para a detecção de tumoral por SPECT é uma área de 

investigação que não se encontra ainda muito explorada. A investigação deste género de 

compostos poderá vir a ser um grande passo na oncologia nuclear, considerando a 

importância das mitocôndrias no fenótipo tumoral e tendo em consideração as 

características físicas do 
99m

Tc que são muito favoráveis como radionuclídeo para 

imagiologia por SPECT. 

 

 

1.3. Radiofármacos para monitorização de resistência a múltiplos 

fármacos 

1.3.1. Células tumorais e resistência a fármacos 

 

A quimioterapia é uma das formas de terapia mais importantes no tratamento da 

doença oncológica. No entanto, as células tumorais têm a capacidade de desenvolver 

resistência a fármacos e este é o maior obstáculo à eficácia das terapias que recorrem a 

fármacos. Com o decorrer dos tratamentos as células que por vezes inicialmente são 

sensíveis à terapia adquirem resistência aos mesmos. Desta forma os tratamentos 

perdem a sua eficácia. 
[78]

 Este fenómeno foi identificado por Dano decorria o ano de 

1973, tendo sido designado por resistência a múltiplos fármacos (multidrug resistence - 

MDR). MDR é caracterizado pela ocorrência de resistência cruzada, ou seja, após a 

exposição a um determinado citotóxico as células tumorais adquirem resistência a 

outros agentes neoplásicos sem qualquer relação funcional ou estrutural com o 

inicialmente utilizado. 
[79]

 

Foram propostos vários mecanismos para tentar explicar a MDR intrínseca ou 

adquirida por parte das células tumorais. Destes mecanismos destaca-se a redução 

intracelular de citostáticos através de proteínas transmembranares dependentes de ATP, 

funcionando como bombas de efluxo. A primeira proteína a ser relacionada com MDR 
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pertencente à grande família de transportadores ABC (ATP – Binding cassette) foi a P-

glicoproteína (Pgp). Esta proteína é constituída por 1280 aminoácidos com um peso 

molecular de 170 kDa sendo codificada pelo gene MDR1. Tem uma orientação 

transmembranar e é constituída por 2 unidades homólogas, possuindo cada uma 6 -

hélices transmembranares e uma região hidrofílica citosólica. Esta região serve como 

local de ligação de ATP. Esta proteína utiliza a energia libertada pela hidrólise da 

molécula de ATP para realizar a translocação do substrato através da membrana 

citoplasmática contra o gradiente de concentração. 
[80]

 Foram ainda identificadas como 

proteínas de MDR a proteína associada à multirresistência tipo 1 (MRP1) e a proteína 

responsável pela multirresistência do cancro da mama (BCRP). Estas proteínas estão 

associadas à diminuição da concentração intracelular de citostáticos e pela resistência 

cruzada a diferentes agentes neoplásicos. 
[81]

     

A multirresistência a fármacos pode ser ainda mediada por outros mecanismos 

para além da expressão de transportadores ABC, tais como a ocorrência de defeitos no 

processo de apoptose, a existência de mutações em genes específicos, a activação de 

sistemas de reparação do ADN, a perda de função supressora tumoral do gene 53, entre 

outros. 
[82]

        

A avaliação da MDR é de extrema importância para o planeamento terapêutico, 

uma vez que a selecção adequada dos doentes sensíveis à quimioterapia pode 

representar um aumento da eficácia terapêutica. Permite evitar efeitos tóxicos 

secundários associados à utilização dos citostáticos e uma melhor gestão de recursos 

financeiros associados a estas terapias. 
[83]

   

A expressão dos transportadores ABC nas células tumorais é avaliada através de 

técnicas da Biologia Molecular. Estas técnicas permitem determinar os níveis de 

expressão dos genes pela reacção em cadeia da polimerase (Polymerase Chain 

Reaction) e por análise da expressão de proteínas através da técnica Western Blot. Estas 

técnicas não fornecem informação sobre a actividade funcional dos genes, apenas 

relativamente à sua expressão. Os resultados são muitas das vezes pouco fiáveis quando 

os níveis de expressão são reduzidos e quando ocorrem reacções cruzadas entre 

anticorpos, apresentando baixa sensibilidade e especificidade. Por outro lado, são 

realizadas ex vivo com o recurso a amostras de tecidos tumorais recolhidos através de 

biópsias, sujeitando os doentes a sucessivos procedimentos invasivos.   
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1.3.2. Detecção in vivo de MDR 

 

A utilização de técnicas de imagiologia nuclear permite a detecção in vivo não 

invasiva do fenótipo MDR em tumores. Estas técnicas têm sido estudadas e propostas 

como alternativa às técnicas referidas no parágrafo anterior. As técnicas SPECT e PET 

podem ser utilizadas para avaliar a MDR in vivo, analisando a captação de compostos 

radioactivos por parte das células tumorais dos tecidos ou órgãos. 
[84]

 

Os radiofármacos utilizados actualmente para estudos de perfusão do miocárdio 

99m
Tc-Sestamibi e 

99m
Tc-Tetrofosmina podem também ser utilizados para estudar a 

MDR in vivo. Estudos realizados em modelos celulares demonstram que a cinética 

destes compostos é influenciada pela expressão dos transportadores ABC, assim sendo a 

sua captação e retenção celular poderá permitir inferir informação relativa ao estado de 

resistência das células tumorais aos agentes neoplásicos. Como já descrito, estes 

complexos são utilizados para perfusão do miocárdio e apesar de possuírem 

propriedades radiofarmacêuticas adequadas, apresentam uma elevada captação 

hepatobiliar que pode interferir na análise imagiológica, quer a nível cardíaco como 

tumoral. 

Como tal, nos últimos anos tem-se recorrido a radioisótopos de 
99m

Tc, 
67/68

Ga e 

64
Cu para criar novas sondas para SPECT e PET de modo a avaliar a MDR. Têm sido 

testados novos complexos de 
99m

Tc na tentativa de obter uma especificidade mais 

elevada para as células tumorais assim como para melhorar as razões órgão/alvo. [60] 

O 
99m

Tc tem sido o radionuclídeo mais utilizado em complexos em 3 estados de 

oxidação +1, +3 e +5. 

Vários grupos de investigação prepararam complexos catiónicos e lipofilicos 

tricarbonilo de 
99m

Tc(I) partindo da unidade fac-[
99m

Tc(H2O)3(CO)3]
+
 para os avaliarem 

como potenciais sondas para a obtenção de imagens do miocárdio. Tendo 

provavelmente como base o seu perfil biológico e de fixação cardíaca, e foi também 

ponderada a possível utilidade destes compostos para a avaliação funcional da MDR. [60]  

Recentemente o Grupo de Ciências Radiofarmacêuticas do C2TN liderado pela 

Professora Doutora Isabel Rego Santos tem realizado diversos estudos com complexos 

catiónicos de tricarbonilo baseados em ligandos de pirazolo com o intuito de obter 

sondas para perfusão cardíaca.  
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Figura 1.10. Estruturas dos complexos [
99m

Tc(CO)3(DMEOP)]
+ 

e [
99m

Tc(CO)3(TMEOP)]
+
. 

[60]
 

 

Tendo como estrutura de partida o complexo tricarbonilo tris(pirazolil)metano 

fac-[
99m

Tc-(CO)3(k
3
-HC(pz)3]

+
, foi preparada uma família de complexos por 

funcionalização do quelato tris(pirazolil)metano com diferentes grupos éter. Destes 

complexos destacam-se os que foram utilizados neste trabalho [
99m

Tc(CO)3(DMEOP)]
+ 

e [
99m

Tc(CO)3(TMEOP)]
+
 (Figura 1.10). 

 Complexos de Tc(III), estabilizados por diferentes bases de Schiff e fosfinas 

hidrofóbicas foram também caracterizados e avaliados como agentes de perfusão 

cardíaca. O principal composto desta família é o Tc(III)  (Q12), conhecido como 
99m

Tc-

Furifosmina (Figura 1.11). A partir do 
99m

Tc-Q12 foram preparados outros 38 

compostos com variantes estruturais com o recurso às bases de Schiff e fosfinas com 

diferentes grupos de substituintes. [60] 
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Figura 1.11. Estrutura química do complexos 
99m

Tc-Q12, e exemplos de alguns outros da sua 

série de tais como 
99m

Tc-Q58 e 
99m

Tc-Q63. 
[60]

  

 

A acumulação do 
99m

Tc-Q12 apresenta algumas semelhanças com o 
99m

Tc-

Sestamibi e 
99m

Tc-Tetrofosmina. Após os estudos efectuados os investigadores 

concluíram que este composto era adequado para a obtenção de informação sobre o 

fenótipo MDR: Outros trabalhos foram desenvolvidos nesta área com oxocomplexos de 

Tc(V) e ainda complexos nitrido de Tc(V) para estudos de MDR. 
[60]
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2.1. Estudos in vitro em linhas celulares  
 

 

Nesta secção apresentam-se os estudos de captação in vitro em linhas celulares 

tumorais humanas MCF-7, PC-3, A-2780, MDA-MB 231, Hela e A-431. Foi estudada 

também uma linha resistente a múltiplos fármacos, MCF-7 Pgp, assim como a linha 

celular não tumoral HEK.  

Foram testados os complexos organometálicos catiónicos e lipofílicos de 

99m
Tc(I), 

99m
Tc-TMEOP e 

99m
Tc-DMEOP, para avaliação do seu potencial interesse no 

diagnóstico tumoral e como sondas para avaliação de fenótipo de resistência a múltiplos 

fármacos. Estes dois complexos contêm a unidade fac-[
99m

Tc(CO)3]
+
 estabilizada por 

ligandos tridentados derivados do pirazolo. Utilizaram-se ainda os complexos 
99m

Tc-

Sestamibi (estado de oxidação +1) 
[1]

 e 
99m

Tc-Tetrofosmina (estado de oxidação +5), 

pois estes complexos são actualmente utilizados na prática clínica de diagnóstico. 

A avaliação do efeito do potencial de membrana plasmática e do potencial de 

membrana mitocondrial na captação celular, descrita na sub-secção 2.1.3, teve como 

objectivo avaliar os mecanismos de transporte envolvidos na captação celular dos 

complexos em estudo. 
[51-53,57]

 

 

 

2.1.1. Avaliação da captação celular em linhas tumorais 

 

Efectuaram-se ensaios de captação celular, nas seguintes linhas celulares 

tumorais humanas: MCF-7 (cancro da mama), MCF-7 Pgp (cancro da mama, com 

sobre-expressão da glicoproteína-P) (ver secção 2.1.2), PC-3 (cancro da próstata), 

MDA-MB 231 (cancro da mama, dependente de estrogénios), A-2780 (cancro do 

ovário), A-2780 cis-R (cancro do ovário, resistente à cisplatina), Hela (cancro cervical), 

A-431 (carcinoma da epiderme da vulva), assim como numa linha celular não 

cancerígena HEK (células embrionárias do rim). 

Em todas estas linhas celulares foram estudados os complexos 
99m

Tc-DMEOP e 

99m
Tc-TMEOP; para além destes utilizaram-se ainda os complexos 

99m
Tc-Tetrofosmina 

e 
99m

Tc-Sestamibi apenas em algumas linhas celulares. A tabela 2.1 resume as linhas 

celulares e os complexos de 
99m

Tc utilizados. 

Tabela 2.1: linhas celulares versus complexos de 
99m

Tc estudados. 
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 99m
Tc- 

 -DMEOP -TMEOP -Tetrofosmina -Sestamibi 

MCF-7 X X X X 

MCF-7 Pgp* X X X X 

PC-3 X X X X 

MDA-MB 231 X X   

A-2780 X X   

A-2780 cisR X X   

HeLa X X   

A-431 X X   

HEK X X   

* Esta linha celular será abordada na secção 2.1.2. 

 

Nas figuras seguintes (Figuras 2.1 a 2.8), apresentam-se os gráficos das cinéticas 

de captação por milhão de células, obtidos para cada uma das linhas celulares com os 

respectivos complexos. 

 

Figura 2.1: Cinética  de captação por milhão de células para os complexos 
99m

Tc-DMEOP, 

99m
Tc-TMEOP, 

99m
Tc-Tetrofosmina e 

99m
Tc-Sestamibi, na linha celular MCF-7.                                                                            
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Figura 2.2: Cinética  de captação por milhão de células para os complexos 
99m

Tc-DMEOP, 

99m
Tc-TMEOP, 

99m
Tc-Tetrofosmina e 

99m
Tc-Sestamibi na linha celular PC-3. 

 

 

Figura 2.3: Cinética  de captação por milhão de células para os complexos 
99m

Tc-DMEOP e 

99m
Tc-TMEOP na linha celular MDA-MB 231. 
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Figura 2.4: Cinética  de captação por milhão de células para os complexos 
99m

Tc-DMEOP e 

99m
Tc-TMEOP na linha celular A-2780. 

 

 

Figura 2.5: Cinética  de captação por milhão de células para os complexos 
99m

Tc-DMEOP e 

99m
Tc-TMEOP na linha celular A-2780 cisR. 

 

 



   

 
31 

 

 

Figura 2.6: Cinética  de captação por milhão de células para os complexos 
99m

Tc-DMEOP e 

99m
Tc-TMEOP na linha celular Hela. 

 

 

Figura 2.7: Cinética  de captação por milhão de células para os complexos 
99m

Tc-DMEOP e 

99m
Tc-TMEOP na linha celular A-431. 
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Figura 2.8: Cinética  de captação por milhão de células para os complexos 
99m

Tc-DMEOP e 

99m
Tc-TMEOP na linha celular HEK. 

 

Na linha celular MCF-7 (Figura 2.1) os complexos 
99m

Tc-DMEOP e 
99m

Tc-

TMEOP apresentaram valores moderadamente elevados de captação, principalmente 

para o primeiro que se destacou com uma captação aproximadamente 2% mais elevada 

do que o segundo. Em relação aos complexos actualmente utilizados na prática clínica, 

nesta linha celular a 
99m

Tc-Tetrofosmina apresentou a taxa mais baixa de captação, 

apesar da evolução na primeira hora ter sido bastante similar ao 
99m

Tc-Sestamibi.  

Na linha celular PC-3 (Figura 2.2), o complexo 
99m

Tc-Tetrofosmina, apresentou 

uma vez mais a taxa de captação mais reduzida, enquanto o 
99m

Tc-Sestamibi, apresenta 

um comportamento semelhante ao 
99m

Tc-DMEOP, até à 1ª hora (com valores apenas 

ligeiramente mais reduzidos). Tal como ocorreu para a linha celular MCF-7 este último 

complexo apresenta os valores de captação mais elevados. A partir da 2ª hora o 
99m

Tc-

TMEOP surgiu como o 2º complexo com a maior taxa de captação.  

Considerando a taxa de captação por milhão de células para os 4 complexos nas 

2 primeiras linhas celulares apresentadas, pode concluir-se que o que apresentou maior 

captação é indiscutivelmente o 
99m

Tc-DMEOP, seguido do 
99m

Tc-TMEOP e 
99m

Tc-

Sestamibi, tendo o complexo 
99m

Tc-Tetrofosmina a mais reduzida taxa de captação. 

Na linha celular, MDA-MB 231 (Figura 2.3), em que apenas se utilizaram os 

99m
Tc-DMEOP e 

99m
Tc-TMEOP, o primeiro complexo apresentou uma taxa de captação 

mais elevada, quando comparado com 
99m

Tc-TMEOP.  
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Quando se comparam as taxas de captação na linha celular A-2780 (Figura 2.4), 

com a linha semelhante mas resistente à cisplatina (Figura 2.5), nesta última 

verificaram-se taxas de captação inferiores para os vários complexos estudados.  A 

variante da linha celular A-2780 resistente à cisplatina, apresenta entre outras 

propriedades a capacidade de efluxo da cisplatina, e ainda a capacidade de reparação de 

lesões originadas por esta no ADN celular. 
[85]

     

Na linha celular Hela (Figura 2.6) as taxas de captação dos 2 complexos foram 

semelhantes às restantes linhas celulares estudadas, com as diferenças características na 

captação dos 2 complexos. O desvio padrão poder-se-á dever ao facto de haver apenas 2 

ensaios que se apresentaram divergentes. No entanto, num deles ter-se-á eliminado 

células durante o procedimento de remoção do meio de cultura, o que levou à redução 

do número de células no ensaio.   

Na linha celular HEK (Figura 2.8) os complexos 
99m

Tc-DMEOP e 
99m

Tc-

TMEOP apresentaram uma taxa de captação elevada, semelhante à verificada nas linhas 

celulares tumorais. Este resultado poderá ser devido ao facto de esta linha HEK apesar 

não ser de origem tumoral, ser embrionária e por isso ter também um metabolismo 

muito activo.  

Em resumo, das linhas celulares estudadas, salientam-se as taxas de captação 

relativamente baixas para ambos os complexos, observadas na linha A-2780 cisR 

(Figura 2.5), quando comparada com as restantes linhas celulares. As linhas em que se 

verificaram as taxas de captação mais elevadas para o complexo 
99m

Tc-DMEOP foram a 

A-431 (Figura 2.7) e MDA MB 231 (Figura 2.3), com valores às 3 horas de 21,27% ± 

1,25 e 15,78% ± 0.74, respectivamente. 

De um modo geral o complexo 
99m

Tc-DMEOP apresentou-se como o complexo 

com maior potencial para a detecção tumoral pois é o que revelou as mais elevadas 

taxas de captação em todas as linhas celulares estudadas.   

Os complexos estudados apresentam todos carga positiva (catiónicos) 
[60]

,
 
e deste 

modo a lipofília poderá ser um factor importante para explicar as diferenças observadas 

na sua captação por células tumorais. O logP do complexo 
99m

Tc-TMEOP é 0,61 ± 0,04 

e do 
99m

Tc-Sestamibi 1,29 ± 0,15 
[84,86]

, no entanto apesar deste último apresentar um 

valor superior de lipofilia, não se verificaram taxas de captação superiores para ele nas 

linhas celulares testadas. A excepção verificou-se na linha celular PC-3, observando-se 

valores ligeiramente mais elevados para o 
99m

Tc-Sestamibi, apenas na primeira hora e 
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meia. A lipofília do 
99m

Tc-DMEOP é 0,58± 0,013 
[86]

, sendo o complexo cuja taxa de 

captação é superior em todos as linhas celulares estudadas. O valor mais reduzido em 

termos de lipofília é 0,5 
[86’] 

para o complexo 
99m

Tc-Tetrofosmina, o que poderá explicar 

as reduzidas taxas de captação celular obtidas para este complexo.  

 

 

2.1.2.  Avaliação da captação celular em linhas tumorais resistentes a 

múltiplos fármacos  

 

A resistência a múltiplos fármacos é responsável pela falta de resposta de 

tumores a uma gama alargada de agentes quimioterapêuticos. A sua avaliação in vivo 

através da monitorização do fenótipo da resistência a múltiplos fármacos com o recurso 

a sondas radioactivas é de extremo interesse. Deste modo avaliou-se a utilidade dos 

complexos 
99m

Tc-DMEOP e 
99m

Tc-TMEOP para a monitorização funcional de 

resistência a múltiplos fármacos. 

Seleccionou-se a linha celular MCF-7 Pgp, de origem tumoral com resistência a 

múltiplos fármacos para avaliar as taxas de captação dos complexos. Esta linha celular 

apresenta como principal característica a sobre-expressão da glicoproteína-P, 

responsável pelo efluxo de fármacos e outros compostos exógenos. 
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Figura 2.9: Cinética  de captação por milhão de células dos complexos 
99m

Tc-DMEOP, 
99m

Tc-

TMEOP, 
99m

Tc-Tetrofosmina e 
99m

Tc-Sestamibi, na linha celular MCF-7 Pgp. 

               

Os resultados obtidos para a linha celular MCF-7 Pgp evidenciaram 

percentagens de captação reduzidas para todos os complexos estudados. De notar que o 

99m
Tc-Sestamibi e 

99m
Tc-Tetrofosmina apresentaram valores muito reduzidos, quando 

comparados com os outros dois complexos. Observou-se uma vez mais que o complexo 

que apresenta a taxa de captação mais elevada é o 
99m

Tc-DMEOP.  

Os valores obtidos para as células MCF-7 Pgp, são mais reduzidos do que os 

obtidos para a mesma linha sem a sobre-expressão da Pgp. Como exemplo verificou-se 

uma captação às 3 horas para o complexo 
99m

Tc-DMEOP de 3,72% ± 0,20 para a linha 

celular MCF-7 Pgp, e de 10,83% ± 1,15 para a MCF-7.    

 

 

2.1.3. Avaliação do efeito do potencial de membrana plasmática e do 

potencial de membrana mitocondrial na captação celular 

 

Como referido na introdução os catiões lipofílicos tendem a ser captados pelas 

células tumorais devido ao potencial negativo da membrana plasmática (p). Este 

potencial negativo, que é gerado principalmente pelo movimento de iões K
+
 do 

citoplasma para o espaço extracelular através dos canais de K
+
, favorece a acumulação 

destes catiões lipofílicos no citoplasma aumentando desta a forma a disponibilidade 

destes para a captação mitocondrial. Por outro lado, é também conhecido que o 

potencial negativo da membrana mitocondrial (m) das células tumorais é superior ao 

das células normais, devido às exigências energéticas superiores das primeiras.  

Para a avaliação do efeito do p e m na captação celular dos complexos 

estudados e de forma a obter alguma informação adicional sobre os mecanismos de 

captação celular, utilizaram-se como modelos a linha celular MCF-7 e o 
99m

Tc-DMEOP. 

Assim realizaram-se ensaios nos quais foram provocadas alterações e em alguns casos o 

colapso dos potenciais p e m.  

Recorreu-se primeiramente a ensaios que permitiram diminuir de uma forma 

gradual o p. Para tal, incubaram-se as células MCF-7 em meios de cultura com 
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concentrações crescentes de K
+
 (5, 60 e 120 mM). Considerou-se como normal uma 

concentração extracelular (i.e. no meio de cultura) de K
+
 5 mM.

 
Na presença de uma 

concentração 120 mM de K
+ 

estabelece-se um equilibrio entre a concentração interna e 

externa de K
+
 o que origina a despolarização da membrana plasmática. Para a 

concentração 120 mM de K
+
, o estudo foi também efectuado na presença de 

valinomicina. A valinomicina é um iónoforo (molécula com elevada solubilidade em 

lípidos, que permite o transporte de iões através da membrana celular) de K
+
, que 

aumenta a permeabilidade da membrana ao K
+
. Para concentrações elevadas de K

+
 no 

meio extracelular o Δψp deve ser próximo de zero. Desta forma, a adição da 

valinomicina não altera o Δψp, mas leva sim ao colapso do Δψm devido ao 

desacoplamento da cadeia de transporte de electrões associado à fosforilação oxidativa. 

[49,71,87-93]
 

 

 

Figura 2.10: Captação celular por milhão de células do complexo 
99m

Tc-DMEOP na linha 

celular MCF-7, em soluções tampão (pH≈7,4) com diferentes concentrações de K
+
 e ainda na 

presença da valinomicina, ao fim de 1 h. 

 

Observou-se que à medida que a concentração do ião K
+
 no meio extracelular 

aumenta, a captação do complexo diminuiu cerca de 15%, de 8.17% ± 0,75 para 6.92% 

± 0,48. Com a adição da valinomicina o efeito observado é a redução da taxa de 

captação para quase metade da taxa observada para 5 mM, de 8,17% ± 0,75 para 4,46% 
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± 0,36. Esta observação sugere que o Δψm é também um factor importante na captação 

celular deste complexo.   

Numa segunda fase realizaram-se ensaios em que foram efectuados estudos de 

captação celular em meio de cultura com os iónoforos nigericina, ubaína e com o CCCP 

(carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona), com o objectivo de avaliar a contribuição do 

Δψp e do Δψm na captação do complexo.  

 A nigericina permite a substituição electricamente neutra do K
+
 por H

+
, 

conduzindo ao colapso do gradiente de H
+
 da membrana mitocondrial interna e à 

hiperpolarização da mesma. Este ionóforo causa também a hiperpolarização da 

membrana plasmática.
 [94]

 Juntamente com a nigericina, adicinou-se ubaína ao meio de 

cultura com o intuito de eliminar a hiperpolarização da membrana plasmática, pois 

inibindo o mecanismo de transporte activo associado à bomba Na
+
/K

+
, ocorre um 

aumento da concentração intracelular de Na
+
 e a alteração da permeabilidade da 

membrana plasmática a iões.
 [95,96] 

 

O inibidor CCCP inibe a fosforilação oxidativa, por desacoplamento do 

gradiente de protões ao longo da membrana mitocondrial interna, consequentemente 

conduz ao colapso do potencial de membrana mitocondrial. 
[97]

 

Amiloride, cloroquina e quinacrina têm como principal acção a inibir a 

acidificação. Amiloride tem como principal campo de acção os canais de Na
+
 que são os 

responsáveis pelo transporte dos iões Na
+
/H

+
/K

+
 inibindo a isoforma da bomba de 

Na
+
/H

+
. 

[98,99]
 Cloroquina e quinacrina a sua acção é ao nível dos canais catiónicos de 

Ca
2+

 e Na
+
 da membrana plasmática, o que altera a cinética de penetração por exemplo 

do K
+
 para o meio intracelular. 

[100]
 A cloroquina para além de actuar ao nível dos 

canais catiónicos também promove a plasmólise, ou seja a saída de H2O para meio 

extracelular.  
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Figura 2.11: Percentagem de captação celular do complexo 
99m

Tc-DMEOP na linha celular 

MCF-7 relativamente ao controlo, após incubação de 1 hora com ubaína, ubaína+nigericina e 

nigericina  

 

A adição da nigericina (Figura 2.11) diminuiu acentuadamente a captação 

celular cerca de 70% relativamente ao controlo. Este resultado não se encontra dentro 

do esperado, pois o efeito combinado da hiperpolarização mitocondrial e da 

hiperpolarização da membrana plasmática deveria levar a um aumento da captação do 

complexo.  

Na presença de nigericina, a adição da ubaína, que elimina apenas a 

hiperpolarização da membrana plasmática, levou a uma diminuição da captação celular 

de cerca de 96% relativamente ao controlo. Quando foi apenas adicionada ubaína 

também se verificou uma redução na captação celular relativamente ao controlo em 

cerca de 30%. 
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Figura 2.12: Percentagem de captação celular do complexo 
99m

Tc-DMEOP na linha celular 

MCF-7 relativamente ao controlo, após incubação de 1 hora com CCCP 5 M e 10 M.  

 

A adição de CCCP numa concentração de 5 µM levou a uma diminuição da 

captação celular em cerca de 47% relativamente ao controlo e a adição de 10 µM levou 

a uma redução na captação celular em cerca de 41%, o que é consistente com o facto de 

existir contribuição do Δψm  na captação celular do composto (Figura 2.12).  

Os modeladores, amiloride cloroquina e quinacrina, apresentaram taxas de 

captação aproximadamente idênticas às do grupo de controlo, não se revelando 

importantes neste estudo apesar das suas propriedades. 

 

 

2.2. Estudos in vivo em pequenos roedores 

 

Após os estudos de avaliação da captação em linhas celulares em cultura (in 

vitro), procedeu-se ao estudo em modelos animais (pequenos roedores), onde é possível 

obter informação relativamente à biocinética dos complexos num modelo biológico com 

as interações complexas inerentes a um sistema vivo em pleno funcionamento. 

Estes estudos permitem obter informação sobre o perfil farmacocinético dos 

complexos em estudo através da sua distribuição nos órgãos principais em função do 
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tempo pós-administração assim como da determinação das taxas de fixação e de 

eliminação da circulação sanguínea e dos órgãos ou tecidos alvo. Permitem ainda 

determinar a estabilidade in vivo dos compostos no modelo animal utilizado. 

 

 

2.2.1. Modelo animal  

 

De modo a poder efectuar os estudos de biodistribuição, desenvolveu-se um 

modelo de xenotransplante em ratinhos fêmea imunodeficientes da estirpe BALB/c 

nu/nu da Charles River (Figura 2.13), Esta é uma estirpe adequada para a indução de 

tumores a partir das linhas celulares de carcinoma de origem humana anteriormente 

estudadas MCF-7, MCF-7 Pgp e MDA-MB 231. Os tumores foram induzidos por 

inoculação subcutânea de uma suspensão celular na região dorsal dos ratinhos (tal como 

se descreve na secção 4.3.1) com 5 a 6 semanas de idade e com peso variável na ordem 

dos 12 g - 14 g. Após 3 a 4 semanas os tumores tornaram-se bem evidentes permitindo a 

realização dos ensaios de biodistribuição. Quando se efectuaram os ensaios o peso dos 

ratinhos variava entre os 15 g e os 21 g. A massa tumoral variava entre as dezenas de 

miligrama e as centenas de miligrama, sendo os tumores de peso mais elevado os da 

linha celular MDA-MB 231. Todos os procedimentos que envolveram a manipulação 

dos ratinhos foram realizados por investigadores e técnicos devidamente acreditados e 

de acordo com a legislação europeia em vigor que estabelece as normas éticas de 

protecção e bem estar animal durante toda a experimentação. 

 

 

 

Figura 2.13: Ratinho fêmea da estirpe BALB/c nu/nu com tumor induzido na região dorsal,  4 

semanas após inoculação. 
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2.2.2. Biodistribuição e captação tumoral  

 

A biodistribuição foi realizada, como referido anteriormente, em ratinhos fêmea 

imunodeficiente BALB/c nu/nu, por administração endovenosa na veia da cauda do 

complexo radioactivo 
99m

Tc-TMEOP, nos quais foram previamente induzidos 

xenotransplantes das linhas celulares MCF-7, MCF-7 Pgp e MDA-MB 231. 

Efectuaram-se os estudos de biodistibuição 1 hora e 4 horas após injeção do composto. 

Os resultados destes ensaios foram comparados com os dados obtidos de ensaios 

de biodistribuição anteriores realizados nas mesmas condições experimentais, em 

animais da mesma estirpe sem tumor. Com o complexo 
99m

Tc-DMEOP efectou-se 

apenas um ensaio preliminar num ratinho com tumor induzido com células MCF-7, 1 

hora após administração. Estes estudos permitiram a determinação das taxas de fixação 

e depuração nos vários órgãos e tecidos, incluindo a corrente sanguínea e os tecidos 

muscular e ósseo, a velocidade de excreção total, assim como a identificação das vias de 

excreção responsáveis pela eliminação dos complexos e também a sua possível 

afinidade para os órgãos alvo, ou seja para o tumor e o coração. Estes parâmetros são de 

elevada importância na avaliação do potencial interesse destes novos complexos para a 

detecção e monitorização tumoral. 

Os resultados da biodistribuição foram calculados em percentagem de dose 

injectada por grama de órgão (%DI/ g orgão) e os resultados da excreção em 

percentagem de dose injectada (%DI). 

Os gráficos que se seguem representam os resultados dos ensaios de 

biodistribuição para os animais nos quais foram induzidos tumores com origem nas 

linhas celulares MCF-7, MCF-7 Pgp, MDA-MB 231 (Figuras 2.14, 2.15 e 2.16, 

respectivamente) e para os ratinhos sem tumor (Figura 2.17), 1 e 4 horas após 

administração do complexo 
99m

Tc-TMEOP. Encontram-se também representados na 

forma gráfica os resultados obtidos para a excreção (Figura 2.18) total e as razões 

tumor/sangue e tumor/músculo (Figura 2.19). O gráfico com as razões tumor/sangue e 

tumor/músculo incluem também o estudo com o complexo 
99m

Tc-DMEOP.  
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Figura 2.14: Biodistribuição do complexo 
99m

Tc-TMEOP (%DI/g orgão) após 1 e 4 horas nos 

ratinhos inoculados com células MCF-7. 

 

 

 

Figura 2.15: Biodistribuição do complexo 
99m

Tc-TMEOP (%DI/ g orgão) após 1 e 4 horas nos 

ratinhos inoculados com células MCF-7 Pgp. 
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Figura 2.16: Biodistribuição do complexo 
99m

Tc-TMEOP (%DI/g orgão) após 1 e 4 horas nos 

ratinhos inoculados com células MDA-MB 231. 

 

 

Figura 2.17: Biodistribuição do complexo 
99m

Tc-TMEOP (%DI/ g orgão) após 1 e 4 horas nos 

ratinhos sem tumor induzido. 
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A análise dos resultados dos diversos ensaios realizados revelam um perfil de 

distribuição que apresenta a mesma tendência, uma depuração sanguínea relativamente 

rápida e uma elevada fixação cardíaca, tal como esperado dos resultados anteriormente 

descritos para estes complexos em modelos animais saudáveis tanto de rato como de 

ratinho. 
[86]

 Esta elevada captação está directamente relacionada com o carácter 

catiónico e lipofílico destes complexos. Para além da fixação cardíaca observou-se 

ainda uma acumulação radioactiva dos 2 compostos estudados nos orgãos relacionados 

com as principais vias de excreção (fígado, intestinos e rins). Relativamente a estas vias 

observou-se uma contribuição importante da via de eliminação renal, evidente na 

percentagem de radioactividade no rim à 1 hora e que diminui às 4 horas embora se 

observe também o envolvimento da via hepatobiliar uma vez que se detecta fixação ao 

nível do fígado que rapidamente passa para os intestinos. Pelos dados representados 

graficamente e pela análise da tabela 2.2 (apresentada a seguir) pode afirmar-se que uma 

fracção dos complexos é rapidamente captada pelo fígado sendo depois eliminada pelo 

intestino. Observa-se também alguma acumulação de actividade no estômago 1 h após 

administração dos complexos que diminui às 4 horas sugerindo que os complexos são 

estáveis à reoxidação in vivo. 

Relativamente à fixação tumoral as percentagens médias de fixação do 
99m

Tc-

TMEOP são muito semelhantes nos ratinhos com xenotransplantes induzidos pelas 

diferentes linhas celulares e sempre inferiores a 2,5%. Estas percentagens diminuem 

pelo menos para metade às 4 horas indicando que os complexos não conseguem 

acumular-se nas células tumorais. A maior percentagem à 1 hora pode ser consequência 

da maior actividade na circulação sanguínea. Do ensaio com o complexo 
99m

Tc-

DMEOP a percentagem de fixação é ligeiramente superior à observada para o complexo 

99m
Tc-TMEOP nas mesmas condições experimentais, mas mesmo assim ambos 

apresentam valores de actividade detectada reduzidos.  

O tumor induzido com origem na linha celular MCF-7 Pgp que sobre-expressa a 

glicoproteína-P, responsável pelo efluxo de fármacos, apresenta valores médios de 

captação do complexo 
99m

Tc-TMEOP (Figura 2.15) semelhantes aos tumores induzidos 

pelas células MCF-7 que não expressam esta proteína o que sugere que nestes modelos 

animais o complexo não consegue reconhecer a Pgp, contrariamente ao que tinha sido 

observado nos ensaios de captação nas linhas celulares in vitro. 
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Tabela 2.2: Resultados de biodistribuição e excreção total dos complexos 
99m

Tc-TMEOP e 
99m

Tc-DMEOP, expressos em %DI/g orgão e %DI, 

respectivamente. 

 99mTc-TMEOP 99mTc-DMEOP 

 MCF-7 MCF-7 Pgp MDA-MB 231 MCF-7 

Orgão 
1 h 4 h 1 h 4 h 1 h 4 h 1 h 

  

Sangue 1,51 ± 1,19 0,17 ± 0,02 1,62 ± 1,58 0,32 ± 0,06 0,48 ± 0,05 0,35 ± 0,10 0,35 

Fígado 3,67 ± 1,26 0,73 ± 0,01 3,90 ± 1,53 0,73 ± 0,03 2,88 ± 0,33 1,90 ± 0,31 1,60 

Intestino 9,63 ± 0,07 6,21 ± 1,40 12,46 ± 0,31 8,03 ± 0,51 11,73 ± 2,04 10,31 ± 1,17 7,56 

Baço 1,25 ± 0,26 0,73 ± 0,01 1,56 ± 0,26 0,60 ± 0,11 1,67 ± 0,44 1,45 ± 0,40 1,25 

Coração 19,40 ± 1,07 10,57 ± 1,84 22,74 ± 3,60 13,16 ± 3,08 22,10 ± 9,99 23,04 ± 0,14 13,69 

Pulmão 3,66 ± 0,13 0,79 ± 0,15 2,94 ± 1,84 0,97 ± 0,23 3,77 ± 1,35 2,67 ± 0,97 2,04 

Rim 14,44 ± 1,47 5,68 ± 1,03 16,38 ± 0,76 6,65 ± 0,03 15,95 ± 0,99 8,44 ± 1,25 19,75 

Músculo 4,84 ± 0,90 2,57 ± 0,26 4,07 ± 0,83 2,54 ± 0,14 5,44 ± 2,68 6,37 ± 1,78 2,43 

Fémur-Osso 4,43 ± 0,57 1,85 ± 0,17 3,32 ± 0,33 2,16 ± 0,61 4,50 ± 2,21 4,32 ± 1,66 2,56 

Estômago 3,09 ± 0,09 1,45 ± 0,52 3,40 ± 0,38 2,26 ± 0,01 4,74 ± 0,62 3,24 ± 0,29 5,25 

Tumor 1,79 ± 0,49 0,71 ± 0,54 2,33 ± 0,52 0,86 ± 0,59 1,90 ± 0,66 1,01 ± 0,62 2,76 

Excreção (%DI) 10,70 ± 2,31 48,30 ± 6,15 10,70 ± 1,84 36,60 ± 2,67 11,05 ± 2,38 35,20 ± 2,18 17,54 
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A fixação nos diversos tecidos e orgãos diminui de um modo geral do período de 

1 hora para as 4 horas, consequentemente a excreção total aumenta, tal como se pode 

verificar na tabela anterior, assim como na Figura 2.18, que se segue. Destes resultados 

pode afirmar-se que a percentagem de excreção embora aumentando com o tempo pós-

administração é moderada, consequência do envolvimento do tracto hepatobiliar. 

 

 

Figura 2.18: Excreção total do complexo 
99m

Tc-TMEOP nos ratinhos inoculados com as linhas 

tumorais MCF-7, MCF-7 Pgp e MDA-MB 231, expressa em %DI,  período de 1 e 4 horas após 

administração.  

 

De seguida apresenta-se também o gráfico (Figura 2.19) com as razões de 

radioactividade tumor/sangue e tumor/músculo dos 2 complexos em estudo para os 

modelos animais com tumores induzidos com diferentes linhas tumorais. 
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Figura 2.19: Razões de radioactividade tumor/sangue e tumor/músculo dos complexos 
99m

Tc-

TMEOP e 
99m

Tc-DMEOP para os ratinhos inoculados com as linhas tumorais MCF-7, MCF-7 

Pgp e MDA-MB 231, 1 e 4 horas após administração. 

 

Relativamente aos resultados obtidos para a excreção total, pode observar-se que 

a percentagem de 
99m

Tc-TMEOP excretada é semelhante nos modelos animais com os 

diversos tumores induzidos à 1 hora e às 4 horas (Figura 2.18). O ensaio realizado com 

o complexo 
99m

Tc-DMEOP apresenta quase o dobro do valor da %DI da excreção 

(17,54%) quando comparado com o 
99m

Tc-TMEOP (10,70% ± 2,31) para o mesmo 

período de tempo (1 hora) sugerindo uma taxa de eliminação mais rápida o que melhora 

o perfil de biodistribuição do complexo para diagnóstico. 

As razões de radioactividade tumor/sangue e tumor/músculo apresentadas no 

gráfico da Figura 2.19, são relativamente reduzidas. No entanto observam-se algumas 

diferenças para o composto 
99m

Tc-TMEOP, principalmente na razão tumor/sangue ao 

fim de 1 hora que varia entre 1,19 e 3,96. Estas razões aumentam às 4 horas devido 

essencialmente à depuração sanguínea. Relativamente ao 
99m

Tc-DMEOP, esta razão é 

mais elevada mas o resultado tem de ser validado com novos ensaios envolvendo maior 

número de animais.  

A razão de radioactividade tumor/músculo é muito baixa para todos os modelos 

de xenotransplante situando-se abaixo de 1. 
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2.3. Estudos de avaliação da expressão de proteínas de MDR 

 

Nestes estudos recorreu-se à técnica de western blot para a detecção de proteínas 

em homogenatos de células ou em extractos de tecidos biológicos. Esta técnica permite-

nos avaliar a expressão de proteínas envolvidas na resistência das células a múltiplos 

fármacos. Nos estudos efectuados a nossa atenção focou-se numa destas proteínas 

responsável pelo efluxo de drogas e presente ou sobre-expressa em células de origem 

tumoral, a glicoproteína-P. De modo a verificar se esta proteína se encontrava presente 

em algumas das linhas celulares utilizadas para os estudos de captação in vitro, assim 

como em extractos dos tumores induzidos nos ratinhos, utilizou-se um anticorpo 

específico para a glicoproteína-P.  

De forma a separar as proteínas (previamente desnaturadas) de acordo com a sua 

massa, esta técnica recorre à electroforese em gel de acrilamida (ver secção 4.4.3). 

Posteriormente as proteínas são transferidas para uma membrana de nitrocelulose, onde 

a proteína alvo é identificada utilizando os anticorpos específicos. De modo a avaliar a 

expressão desta proteína relacionada com a resistência a múltiplos fármacos utilizaram-

se os homogenatos das linhas celulares MCF-7, MCF-7 Pgp e MDA-MB 231 utilizadas 

para a inoculação dos ratinhos e extractos dos tumores isolados dos ratinhos. 
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Figura 2.20: Western blot com homogenatos das células MCF-7, MCF-7 Pgp  e extractos dos 

tumores com origem nas mesmas linhas.  Extractos E1, E2 e E3 -  tumores com origem na linha 

celular MCF-7 e extractos E4, E5  - tumores com origem na linha celular MCF-7 Pgp.  

 

 

 

 

Figura 2.21: Western blot com homogenatos das células MDA-MB 231, MCF-7 Pgp e 

extractos tumorais com origem nas mesmas linhas.   Extractos E6, E7, E8 e E9 - tumores com 

origem na linha celular MDA-MB 231 e extracto E10 - tumor com origem na linha celular 

MCF-7 Pgp.  
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Figura 2.22: Western blot com homogenatos das células MDA-MB 231, MCF-7, MCF-7 Pgp e 

extractos tumorais com origem nas mesmas linhas.  Extractos E11 e E12 - tumores com origem 

na linha celular MCF-7; Extractos E13 e E14 tumores com origem na linha celular MCF-7 Pgp; 

Extractos E15 e E16 tumores com origem na linha celular MDA-MB 231. 

 

 Na análise destes resultados nota-se a ausência da banda correspondente à Pgp 

no homogenato celular da linha celular MCF-7 Pgp. Esta ausência poderá ter ocorrido 

devido a algum problema durante o manuseamento desta amostra, talvez provocado por 

tempo excessivo fora do gelo. 

 Relativamente aos extractos tumorais estes apresentam de um modo geral 

bandas com arrastamento ou difusas. Isto poder-se-á dever ao excesso de proteína 

adicionado no caso dos extractos tumorais ou então excesso de anticorpo específico. A 

grande maioria dos extractos apresenta uma banda na região correspondente à massa 

molecular da Pgp (170 kDa).  

 Os homogenatos celulares não apresentaram bandas para a Pgp, enquanto todos 

os extractos tumorais apresentaram as bandas correspondentes à expressão dessa 

proteína.   
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3. Discussão geral e conclusões 

 

Estes estudos tiveram como objectivo o estudo biológico in vitro e in vivo de 

dois complexos de 
99m

Tc(I) com carácter catiónico e lipofílico para a avaliação do seu 

potencial interesse clínico no diagnóstico tumoral e como sondas para a avaliação do 

fenótipo de resistência a múltiplos fármacos. 

Assim o plano de trabalho foi definido essencialmente em 2 fases onde a 

primeira foi dedicada aos estudos in vitro, nomeadamente estudos de captação dos 

complexos em várias linhas celulares, assim como estudos com recurso a modeladores 

dos potenciais membranares para elucidar os mecanismos de captação envolvidos.  

A segunda fase foi dedicada aos estudos in vivo, com os estudos de 

biodistribuição em ratinhos nude mice. Por fim foi realizada a avaliação da expressão da 

proteína de efluxo glicoproteína-P em homogenatos das células e em extractos dos 

tumores isolados dos ratinhos. 

Na primeira fase utilizaram-se várias linhas celulares tumorais humanas assim 

como uma linha não tumoral como referência.  

Relativamente às linhas tumorais, os estudos de captação demonstraram que a 

linha MDA-MB 231 é a que apresenta os valores mais elevados de captação para os 

complexos utilizados neste trabalho.   

As linhas celulares MCF-7 Pgp e A-2780 cisR, tal como já era esperado devido 

às suas propriedades, apresentaram as mais reduzidas taxas de captação quando 

consideramos apenas os 2 complexos 
99m

Tc-TMEOP e 
99m

Tc-DMEOP. A primeira linha 

celular, porque sobre-expressa uma proteína responsável pela resistência a múltiplos 

fármacos, dando origem ao efluxo dos referidos compostos. A segunda linha apesar de 

ser resistente à cisplatina parece também originar o efluxo destes compostos. 

 Os compostos utilizados actualmente na prática clínica 
99m

Tc-Tetrofosmina e 

99m
Tc-Sestamibi para estudos perfusão do miocárdio apresentaram de um modo geral as 

mais reduzidas taxas de captação para as linhas celulares em que foram testados 

juntamente com os 2 compostos até agora referidos. Salienta-se ainda que existiu uma 

excepção pois o 
99m

Tc-Sestamibi apresenta taxas de captação médias para a linha celular 

PC-3. 
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Estes estudos revelaram que o 
99m

Tc-TMEOP e o 
99m

Tc-DMEOP apresentaram 

taxas de captação mais elevadas em relação aos outros 2 compostos utilizados (nas 

mesmas linhas celulares). 

Comparando o 
99m

Tc-TMEOP e o 
99m

Tc-DMEOP, verificou-se que o primeiro 

apresenta as taxas de captação mais elevadas. Nesta fase o 
99m

Tc-DMEOP apresenta-se 

com o maior potencial relativamente ao objectivo deste trabalho. 

Salienta-se ainda que nestes estudos os desvios padrão em alguns casos são 

bastante elevados. Isto foi devido ao procedimento experimental que poderia ser 

melhorado com o recurso a um polímero que permite uma melhor fixação das células, 

impedindo que durante o processo de remoção do meio de cultura sejam removidas. 

Os ensaios em que se estudou o efeito na captação celular da variação de 

concentrações de K
+
 assim como com a adição do iónoforo valinomicina, revelaram a 

importância do potencial de membrana plasmática,  

Relativamente aos mecanismos de captação, quando se utlizaram soluções com 

concentrações de 5mM, 60 mM, 120 mM de K
+
 e 120 mM + valinomicina, observou-se 

um decréscimo na captação do complexo com o aumento da concentração de potássio.  

Para a concentração de K
+
 120 mM + valinomicina, a presença deste iónoforo 

tem como efeito o aumento da permeabilidade da membrana plasmática ao K
+
. Como 

para concentrações mais elevadas de K
+
 no meio extracelular o potencial de membrana 

plasmática reduz-se para valores próximos de zero, a valinomicina irá originar um 

colapso no potencial de membrana mitocondrial devido ao desacoplamento do sistema 

de transporte de electrões e consequente inibição da fosforilação oxidativa. Isto origina 

o colapso do potencial de membrana mitocondrial reflectindo-se nos valores de 

captação que foram reduzidos para cerca de 50% relativamente aos valores normais, ou 

seja, relativamente aos valores para a concentração de 5 mM de K
+
.  

Seguidamente foi feita a alteração dos potenciais membranares, através da acção 

dos moduladores nigericina e ubaína. A nigericina é responsável pela hiperpolarização 

das membranas mitocondrial e plasmática, através da substituição electricamente neutra 

do K
+
 por H

+
. Desta forma seria de esperar um aumento na captação do complexo 

relativamente ao controlo, mas, ao contrário, verifica-se uma diminuição acentuada. 

Esta diminuição será possivelmente devida a um problema experimental que levou à 

utilização de uma concentração de nigericina inferior à prevista teoricamente.  
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Em paralelo com a nigericina, as células MCF-7 foram também incubadas com 

ubaína. Este iónoforo actua como inibidor do mecanismo de transporte activo associado 

à bomba Na
+
/K

+
 aumentando a concentração intracelular de Na

+
 e alterando a 

permeabilidade da membrana plasmática a iões. Os valores de captação obtidos nas 

células incubadas exclusivamente com ubaína foram inferiores aos do controlo o que é 

aceitável.  

As células foram ainda incubadas simultaneamente com nigericina e ubaína, de 

forma à ubaína eliminar a hiperpolarização da membrana plasmática causada pela 

nigericina. Os valores de captação celular sofreram uma redução muito acentuada (cerca 

de 94% relativamente ao controlo), contudo este valor pode estar afectado pela 

concentração de nigericina utilizada no ensaio. De acordo com a bibliografia, o 

esperado seria que nos ensaios realizados com nigericina ocorreria um aumento da 

captação celular do complexo, que diminuiria com a adição de ubaína. Assim os valores 

de captação quando se utilizou conjuntamente nigericina e ubaína deveriam situar-se 

entre os obtidos para o controlo e apenas com nigericina.  

Por último as células foram incubadas com duas concentrações diferentes de 

CCCP, 5µM e 10 µM. O CCCP funciona como inibidor da fosforilação oxidativa, 

induzindo o colapso do potencial da membrana mitocondrial, através do 

desacoplamento do gradiente de protões na membrana mitocondrial interna. A 

introdução deste iónoforo resultou numa diminuição dos valores de captação celular, o 

que confirma a importância do potencial da membrana mitocondrial na captação do 

composto. No entanto, com o CCCP a 5 M e 10 M, seria de esperar uma diminuição 

da captação com o aumento da concentração, mas esta apresenta valores bastante 

semelhantes para as 2 concentrações.  

Os estudos efectuados na presença dos diferentes ionofóros mostraram que a 

captação celular é influenciada por alterações dos valores de Δψp  e  Δψm,  verificando-

se um forte contributo do Δψm na captação e retenção celulares deste complexo em 

células MCF-7.  

 

Os estudos de biodistribuição dos complexos 
99m

Tc-TMEOP e 
99m

Tc-DMEOP 

realizados, em ratinhos imunodeficientes da estirpe Balb/c com e sem xenotransplantes 

revelaram um perfil semelhante ao anteriormente descrito para estes complexos em 

diferentes modelos animais de rato e ratinho da estirpe CD-1. Tal como em animais 
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saudáveis, os complexos apresentaram uma elevada fixação cardíaca devida ao seu 

carácter catiónico e lipofílico, uma rápida depuração da maioria dos órgãos incluindo 

sangue e músculo e uma moderada excreção da radioactividade total, que envolve 

simultaneamente as vias de eliminação renal e hepatobiliar.  

Relativamente à captação tumoral, os ratinhos inoculados com a linha celular 

MCF-7 Pgp apresentaram percentagens de fixação tumoral do 
99m

Tc-TMEOP ao fim de 

1 hora mais elevadas (2,33% ± 0,52 em %DI/g tumor) do que os animais com tumor 

induzido pela linha celular MCF-7 (1,79% ± 0,49 em %DI/g tumor). Os ratinhos 

inoculados com a linha MDA-MB 231 apresentaram uma captação de 1,90% ± 0,66 em 

%D/g tumor. No entanto ao fim de 4 horas após a administração a percentagem de 

actividade localizada no tumor diminui cerca de 2 a 3 vezes em qualquer dos modelos 

animais. 

O 
99m

Tc-DMEOP apresentou nos ratinhos inoculados com a linha MCF-7 um 

valor de captação mais elevado (2,76 em %DI/g tumor) quando comparado com o 

obtido para a mesma linha com o 
99m

Tc-TMEOP ao fim de 1 hora pelo que este estudo 

preliminar deverá ser validado por experiências com um maior número de ratinhos com 

xenotransplantes. 

Dos estudos de biodistribuição sobressai o comportamento biológico do 

complexo 
99m

Tc-TMEOP, nos ratinhos inoculados com as 3 linhas celulares estudadas 

(MCF-7, MCF-7 Pgp e MDA-MB 231), que revelaram uma fixação muito elevada no 

coração, confirmando o seu potencial para efectuar estudos de perfusão cardíaca, tal 

como com o 
99m

Tc-DMEOP que apresenta resultados semelhantes. Devido ao facto do 

coração possuir grandes necessidades energéticas, as células cardíacas têm em média 

um número mais elevado de mitocôndrias, que explica a elevada fixação dos complexos 

neste orgão. No entanto a expectativa de obter um complexo 
99m

Tc catiónico e lipofílico 

útil para detecção tumoral não foi concretizada devido à reduzida fixação e retenção no 

tumor. Consequentemente as razões de radioactividade tumor/órgãos circundantes, 

essenciais para um bom agente para visualização de tumores também foram muito 

baixas. Por outro lado o complexo 
99m

Tc-TMEOP também não demonstrou capacidade 

para detectar o fenótipo de resistência a múltiplos fármacos devido à expressão da 

glicoproteína-P uma vez que não se observou diminuição na percentagem de complexo 

acumulado nos tumores induzidos por linhas celulares com sobre-expressão desta 

proteína. 
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Os estudos através da técnica de western blot para a avaliação da expressão da 

Pgp revelaram que esta se encontra presente em quase todos os extractos dos tumores 

analisados, o que poderá explicar as percentagens de fixação mais reduzidas dos 

compostos estudados. 

O 99m
Tc-DMEOP apresenta-se como o complexo mais promissor pois foi o que 

apresentou as mais elevadas taxas de captação em todas as linhas celulares nos estudos 

in vitro, assim como a fixação tumoral mais elevada nos estudos efectuados em ratinhos 

nude.  
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4.1.1. Condição de manipulação de compostos de 
99m

Tc 

 

Todos os compostos radioactivos foram manipulados de acordo com as regras de 

protecção e segurança radiológica, na presença de aparelhos de detecção de radiação, 

em laboratórios com sistemas de ventilação adequada e com pressão negativa 

relativamente ao exterior. Foram utilizados contentores de chumbo com a espessura 

apropriada, para a manipulação dos frascos contendo soluções radioactivas, com o 

objectivo de proteger os operadores da radioactividade emitida. Todas as manipulações 

foram efectuadas com luvas de protecção, recorrendo a uma parede de chumbo com 

vidro, impregnado de sais de chumbo. 

Durante a fase experimental deste trabalho, recorreu-se ainda a detectores de 

radiação individuais, de peito e extremidades, para a rastreabilidade da dose de radiação 

absorvida, a qual foi obtida pela leitura periódica dos detectores. 

 

 

4.1.2. Síntese do Precursor fac-[
99m

Tc(H2O)3(CO)3]
+ 

 

99m
Tc 

O pertecnetato de sódio (Na[
99m

TcO4]) utilizado foi obtido através da eluição de 

gerador 
99

Mo/ 
99m

Tc (Elumatic, Suiça). 

 

Kit Isolink  

Para a preparação dos complexos de 
99m

Tc utilizou-se o precursor 
99m

Tc-

tricarbonilo, preparado a partir de um kit disponível na forma de liofilizado: kit Isolink 

(Mallinckrodt, Holanda), com a seguinte composição: 4,5 mg de boranocarbonato de 

sódio; 2,85 mg de tetraborano de sódio 10.H2O; 8,5mg de tartarato de sódio 2.H2O e 

7,15mg de carbonato de sódio. 

  A síntese do precursor foi realizada pela adição ao kit Isolink de 

aproximadamente 2 mL de eluído do gerador de 
99

Mo/
99m

Tc, sob a forma de 

pertecnetato de sódio (adição efectuada sob atmosfera de azoto). 

A reacção decorreu numa placa de aquecimento a 100ºC, durante 30 minutos. De 

seguida acertou-se o pH a 4, com uma solução de ácido clorídrico 1M. A pureza 



   

 
62 

 

radioquímica do percursor fac-[
99m

Tc(H2O)3(CO)3]
+
, foi controlada por HPLC com uma 

coluna de fase reversa, sob as condições descritas na tabela 4.1. 

 

Tabela 4.1: Gradiente de eluição utilizado na análise por HPLC. 

 

 

4.1.3. Síntese e caracterização dos complexos 
99m

Tc-TMEOP e  

99m
Tc-DMEOP 

 

A preparação dos complexos 
99m

Tc-TMEOP e 
99m

Tc-DMEOP, foi efectuada 

partindo do percursor e dos ligandos correspondentes de modo descrito abaixo. 

Os ligandos utilizados, TMEOP e DMEOP, encontravam-se liofilizados em 

frascos de vidro selados, onde foram adicionados 500 L do percursor. A reacção de 

formação dos complexos foi realizada a 100ºC,pH 4 durante 30 e 45 min para o 
99m

Tc-

TMEOP e 
99m

Tc-DMEOP respectivamente. A avaliação da pureza radioquímica dos 

complexos foi efectuada por HPLC, recorrendo a uma coluna de fase reversa, tal como 

na preparação do percursor. 

Na tabela 4.2., encontram-se os complexos utilizados neste estudo, bem como as 

condições reaccionais de marcação para a obtenção dos mesmos. 

 

 

 

Tempo (min) % A (TFA 0,1%) % B (MeOH)

3,0 100 0

3,1 100 → 75 0 → 25

9,0 75 25

9,1 75 → 66 25 → 34

20,0 66 → 0 34 → 100

22,0 0 100

22,1 0 → 100 100 → 0

30,0 100 0

Gradiente de eluição utilizado na avaliação da pureza radioquímica por HPLC dos complexos 99mTc
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Tabela 4.2: Condições experimentais de síntese dos complexos 
99m

Tc-TMEOP e 
99m

Tc-

DMEOP e os seus tempos de retenção. 
[86]

 

Complexo 

 

Rendimento 

% 

[Ligando]/M Tempo 

(min) 

T/ºC tR 

99m
Tc-TMEOP ≥98 5x10

-3
 30 100 23 

99m
Tc-DMEOP 96 1x10

-3
 45 100 22 

 

Os complexos 
99m

Tc-Tetrofosmina e 
99m

Tc-Sestamibi, foram gentilmente 

cedidos pela unidade de Medicina Nuclear do Hospital de Santa Maria, onde foram 

preparados. 

 

 

4.2. Estudos de captação celular 

4.2.1. Linhas celulares 

 

Neste trabalho, utilizaram-se as seguintes linhas celulares humanas: 

i) Adenocarcinoma da mama, MCF-7,  

ii) Adenocarcinoma do ovário MDA-MB-231,  

iii) Adenocarcinoma da próstata PC-3, 

 

adquiridas na American Type Culture Collection (ATCC, Barcelona, Espanha);  

 

iv) Adenocarcinoma da mama com sobreexpressão da P-glicoproteína, MCF-7 

Pgp (cedidas pelo Professor David Piwnica-Worms, da Washington 

University School of Medicine, St Louis, Missouri, EUA) 

v) Carcinoma da epiderme da vulva A-431, 

vi) Carcinoma cervical Hela,  

vii) Carcinoma do ovário A-2780 e A-2780 cisR (resistente à cisplatina),  

 

adquiridas na European Collection of Cell Cultures (ECACC, Londres, Reino 

Unido);  
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viii) Células embrionárias do rim humano, HEK, adquiridas na European 

Collection of Cell Cultures (ECACC, Londres, Reino Unido);  

 

 

4.2.2. Cultura e manutenção de linhas celulares 

 

Todas as linhas celulares foram cultivadas de acordo com as normas de assepsia, 

recomendadas, numa Hotte de fluxo laminar, utilizando os meios de cultura DMEM 

GlutaMaxI (Invitrogen, Reino Unido) ou RPMI 1640 (Invitrogen) (ver Tabela 4.3.), 

suplementados com 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS) (Invitrogen) previamente 

inactivado pelo calor e 1% (v/v) de Penicilina (100 U/mL)/Estreptomicina ( 10 μg/mL) 

(Invitrogen) . 

 

 

Tabela 4.3: Linhas celulares e respectivos meios de cultura utilizados. 

Linha celular DMEM RPMI 

MCF-7 X  

MCF-7 Pgp X  

MDA-MB 231 X  

PC-3  X 

A-431 X  

Hela X  

A-2780  X 

A-2780 cisR  X 

HEK X  

 

Todas as linhas celulares foram incubadas em atmosfera húmida com 95% de ar 

e 5% de CO2 a 37°C (Heraeus, Germany). Os meios de cultura, foram mudados de 

acordo com o crescimento de cada linha celular (diariamente ou de 2 em 2 dias). 

Para manutenção e propagação das culturas celulares, em cada fase de 

crescimento o meio de cultura foi removido e as células lavadas com PBS (a pH 7,2). 

As células foram incubadas (aproximadamente 5 min) com 1 mL de tripsina-EDTA 

(Gibco), de modo a que se soltassem do frasco. Após esta incubação, adicionaram-se 3 
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mL de meio de cultura de forma a inactivar a tripsina. As células foram então 

transferidas para outro frasco de cultura ao qual se adicionou mais meio para 

crescimento da cultura, ou usadas para ensaios de captação, após a contagem de células 

e determinação de viabilidade. 

 

 

4.2.3. Estudos de captação celular  

 

Todas as células utilizadas nos ensaios de captação celular encontravam-se em 

fase de crescimento logarítmico. A contagem de células, que precedeu os estudos de 

captação, foi realizada logo após a tripsinização e inactivação com meio. Para 

determinação da viabilidade celular recorreu-se ao método de exclusão com azul 

tripano.  

Adicionaram-se 25L de azul tripano 0,4% (Sigma Chemical, St Louis, EUA), 

ao mesmo volume de suspensão celular. Esta suspensão corada foi então colocada numa 

câmara de Neubauer e observada num microscópio óptico. Este método tem como 

princípio a entrada do corante apenas nas células não viáveis, devido a possuírem a 

membrana danificada. Estas células coram de azul, enquanto as viáveis permanecem 

não coradas. A viabilidade expressa-se em percentagem de células não coradas 

relativamente ao número total de células. 

Uma vez efectuada a contagem e determinação da viabilidade celular, foram 

preparadas suspensões celulares nos respectivos meios de cultura, com concentrações de 

1,5 x 10
5
-2,0 x 10

5
 células/mL As suspensões resultantes foram de seguida distribuídas 

por placas de 24 poços (500 L/poço), tendo sido incubadas por um período de 

aproximadamente 24 h, em estufa com atmosfera húmida 95% ar e 5% de CO2, a 37 ºC, 

antes da realização dos ensaios de captação celular. 

Os estudos de captação dos complexos radioactivos foram efectuados após 

remoção dos meios de cultura, seguida da incubação dos complexos diluídos nos 

respectivos meios (~37 kBq/mL) nas linhas celulares escolhidas. Os períodos de 

incubação foram de 15 min, 30 min, 45 min, 1 h, 2h e 3 h, a 37 ºC e sob atmosfera 

húmida de 5% CO2.   

Após cada período de incubação, removeu-se o meio de cultura e as células lavadas com 

500 L de PBS, mantido num banho com gelo (4ºC), sendo de seguida lisadas com 500 
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L de uma solução NaOH 1M. Recolheram-se os lisados celulares e a sua actividade foi 

medida num contador gama (Berthold, LB2111, Germany). Realizaram-se 4 replicados 

(quatro poços) para cada tempo de incubação. 

 

 

Para o cálculo da % de captação celular, recorreu-se à seguinte expressão: 

 

   aptação celular   
 ctividade medida no lisado celular (cpm)

 ctividade total (cpm) 
     

 

Recorrendo aos dados obtidos experimentalmente, traçaram-se as curvas de % 

captação (por milhão de células) versus tempo de incubação. 

 

 

4.2.4. Alteração do potencial de membrana plasmática e do potencial 

de membrana mitocondrial 

 

Para estes ensaios utilizou-se a linha celular MCF-7, tendo-se recorrido a 

protocolos descritos na literatura. 
[71,88,90,91]

 Efectuaram-se estudos de captação celular 

em soluções tampão a diferentes concentrações de K
+
 (5, 60, 120 mM). Considerou-se 

como concentração normal extracelular (i.e. no meio de cultura) 5 mM de K
+
. 

[101,102]
 

Para a concentração de 5 mM de K
+
, preparou-se uma solução tampão com a seguinte 

composição (mM): NaCl (145), KCl (5,4), CaCl2 (1,2), MgSO4 (0,8), NaH2PO4 (0,8), 

dextrose (5,6), HEPES (5) e 1% (v/v) de soro bovino fetal com um pH no final de 7,4.     

Na preparação das soluções de 60 e 120 mM de K
+
, substituiu-se o NaCl por 

aspartato-K
+
, na concentração pretendida de modo a evitar a intumescência citosólica e 

mitocondrial. 
[90]

 Nestas soluções a concentração de Ca
2+

 foi ainda diminuída para 0,1 

mM e o Cl
-
 foi mantido a uma concentração de 20 mM. As soluções stock de 

valinomicina, nigericina, ubaína, amiloride, cloroquina, quinacrina e CCCP foram 

preparadas em DMSO.    

Para os estudos de captação celular removeu-se o meio de cultura e as células 

foram incubadas sob atmosfera húmida 95% ar e 5% CO2 em diferentes condições 

experimentais (ver Figura 4.1).   
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Na placa 1, as células foram incubadas com o complexo em estudo diluído nas 

soluções tampão com as diversas concentrações de K
+
 (5, 60, 120 mM) (poços 1-3) num 

volume total de 500 L. Ao poço 4 adicionou-se valinomicina (5L, de modo a que a 

percentagem de DMSO não excedesse 1%), juntamente com 500 L do complexo na 

solução tampão com a concentração de K
+
 de 120 mM. Após o período de incubação, 

procedeu-se tal como foi descrito na secção 4.2.3, para se efectuar a medição da 

actividade num contador gama.  

Os modeladores valinomicina, nigericina, ubaína, amiloride, cloroquina, 

quinacrina e CCCP foram diluídos em meio de cultura contendo o complexo 
99m

Tc-

DMEOP e adicionados às células durante 1 hora (placas 2 e 3). 

Foram utilizados 5 L (de forma a que a percentagem de DMSO não excedesse 

1%) de soluções de ubaína (100 M), ubaína + nigericina (100 M + ~1,3 M), 

nigericina (~1,3 M), CCCP (5 M e 10 M), amiloride (100 M), cloroquina (100 

M), quinacrina (1 M). Após a incubação, procedeu-se da forma que foi descrita 

anteriormente para os ensaios de captação. Poderá ter ocorrido um erro experimental 

que levou à utilização de uma concentração de nigericina inferior à prevista 

teoricamente.  
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Figura 4.1. Esquematização das condições experimentais utilizadas para os estudos de alteração 

do potencial de membrana plasmática e mitocondrial. 

Na placa 1, adicionou-se o complexo 
99m

Tc-DMEOP nas respectivas soluções: 1- Solução 

tampão K
+
 5 mM; 2 – Solução tampão K

+
 60 mM; 3 – Solução tampão K+ 120 mM; 4 – 

Solução tampão K
+
 120 mM + valinomicina 0,9 M.  

Nas placas 2 e 3, o complexo 
99m

Tc-DMEOP foi adicionado ao meio de cultura, tendo-se 

adicionado também as soluções de ubaína, ubaína + nigericina, nigericina, CCCP, amiloride, 

cloroquina, quinacrina. 

Placa 2:  ’ – controlo (meio cultura + 
99m

Tc-DMEOP); 2’ – ubaína (100 M); 3’ – ubaína + 

nigericina (100 M + ~1,3 M); 4’ – nigericina (~1,3 M); 5’ – CCCP (5 M); 6’ – CCCP (10 

M) 

Placa 3:  ’’ – amiloride (100 M); 2’’ – cloroquina (100 M); 3’’ – quinacrina (1 M); 4’’ – 

controlo (meio cultura + 
99m

Tc-DMEOP); 5’’ – controlo (meio cultura + 
99m

Tc-DMEOP). 
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4.3. Estudos in vivo - biodistribuição e fixação tumoral 

4.3.1. Modelos animais – inoculação de ratinhos com linhas celulares 

tumorais  

 

Para os estudos de biodistribuição utilizaram-se ratinhos imunodeficientes da 

estirpe BALBC nu/nu, da Charles River. Os animais foram mantidos em gaiolas 

ventiladas com filtro, manipulados numa câmara de fluxo laminar e mantidos com uma 

dieta alimentar e água esterilizadas sem restrições. 

Suspensões de linhas celulares com viabilidade acima dos 90% (1x10
7
 células) 

num volume de cerca de 150 L de uma mistura  :  de soro fetal bovino e “BD 

Matrigel TM Basement Membrane Matri ” (BD Biosciences), foram administradas 

subcutaneamente na região dorsal de cada ratinho.  

Os ratinhos foram convenientemente monitorizados, ou seja, pesados e os 

tumores avaliados a cada 2 dias. Os tumores atingiram a dimensão apropriada em média 

ao fim de 4 semanas.  

 

 

4.3.2. Ensaios de biodistribuição 

 

  Os complexos 
99m

Tc-TMEOP e 
99m

Tc-DMEOP (1,85 – 9,25 MBq em 150 L), 

foram injectados na veia da cauda dos ratinhos com tumor induzido. Os animais foram 

sacrificados por deslocamento cervical após 1 e 4 horas e a dose radioactiva 

administrada,  a radioactividade do animal sacrificado e da cauda, foram medidas numa 

câmara de ionização (Aloka, Curiemiter IGC-3, Tokyo, Japan). A diferença de 

radioactividade no animal após a injecção e no momento de sacrifício foi assumida 

como devida à excreção total. 

Os órgãos principais, bem como o tumor foram removidos, pesados e a sua 

actividade medida num contador gama. A acumulação de radioactividade nos tecidos foi 

expressa em percentagem de dose injectada por grama de órgão (% DI/g de órgão) e 

dose injectada por órgão (% DI/órgão). 

Estes estudos foram realizados em colaboração com a Doutora Lurdes Gano e 

Elisabete Correia (IST/ITN).  
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4.4. Western blot 

4.4.1. Lise celular/tumoral 

 

  lise das células foi efectuada utilizando o reagente “ elLytic – MT 

E traction” (Sigma-Aldrich), suplementado com um cocktail de inibidores de proteases 

(Roche). 

 Para cada cultura, o meio foi removido, as células lavadas com PBS e de seguida 

incubadas com a solução de lise (de um modo geral utilizou-se 125 L de CelLytic – 

MT por 10
6
células). De seguida as células foram incubadas durante 15 min no gelo. Os 

lisados celulares foram então recolhidos e centrifugados 10 min a 14000 g a 4ºC, tendo-

se recolhido o sobrenadante no final. Os lisados que iriam ser utilizados em ensaios 

posteriores foram armazenados a -80 ºC. 

Para a lise tumoral, os tumores removidos durante os ensaios de biodistribuição 

(armazenados a -80 ºC), foram descongelados num banho de gelo, lavados com PBS 

(previamente arrefecido), cortados e homogeneizados num micro-homogeneizador com 

o reagente CelLytic – MT complementado com cocktail de inibidores de proteases . Os 

lisados foram centrifugados 10 min a 14000 g a 4ºC, tendo-se recolhido o sobrenadante 

de cada amostra, que foi armazenado a -80ºC para os ensaios posteriores.           

 

 

4.4.2. Quantificação proteica 

 

Para a quantificação das proteínas totais utilizou-se o kit DC “Protein  ssay” 

(Biorad, Hercules, California, EUA), baseado no método de Lowry modificado. 

Utilizou-se como padrão para a curva de calibração albumina de soro bovino ultrapura 

(Biorad). 

 

 

4.4.3. Western blot 

 

O método de western blot foi utilizado para a avaliação dos níveis de expressão 

da proteína Pgp. Foram utilizados extractos das linhas celulares MDA-MB 231, MCF-7, 
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MCF-7 Pgp. Foram também analisados extractos proteicos dos tumores de animais 

inoculados com células das MDA-MB 231, MCF-7, MCF-7 Pgp, em paralelo com 

extractos proteicos obtidos a partir de alíquotas das células inoculadas. 

Alíquotas de extractos proteicos das células (100 g) e dos lisados tumorais (50 

g) foram sujeitas a electroforese num gel 7% de SDS-poliacrilamida . Os géis foram 

posteriormente transferidos para uma membrana de nitrocelulose (Semi-Dry Transfer 

UN – TE 70 PWR – Amersham - Biosciences). A membrana foi incubada à temperatura 

ambiente com agitação 50 rpm com uma solução de PBS suplementado com 0,1 % (v/v) 

Tween20 (PBS-T), contendo 5 % de leite magro em pó, com o objectivo de bloquear os 

locais não específicos de ligação. Após este processo, a membrana foi então incubada 

com os anticorpos - primários específicos para a Pgp (1:500, monoclonal de ratinho, 

C219, Abcam, Cambridge, Reino Unido) e para a actina (1:15000, monoclonal de 

ratinho, AC-40, Sigma Aldrich), durante a noite a 4 ºC. No dia seguinte as membranas 

foram lavadas com PBS-T e incubadas durante 40 min, com o anticorpo secundário 

(1:3000,IgG-HRP de cabra, Biorad). As membranas foram de seguida incubadas com o 

kit “SuperSignal WestPico Substrate” (Thermo Scientific) seguindo as especificações 

do produto, para a detecção do sinal em chapas radiográficas. 
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