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Resumo

Nesta tese estudaram-se os complexos catiénicos e lipofilicos **™Tc-TMEOP e
#9mTc-DMEOP para avaliar o seu potencial como candidatos a sondas radioactivas para
a deteccao tumoral e detecgdo de resisténcia a multiplos farmacos.

A avaliagdo destes compostos foi realizada através de estudos de captagdo in
vitro € in vivo. Numa primeira fase, utilizaram-se diferentes linhas tumorais para avaliar
a captacdo dos organocomplexos referidos. Os complexos **™Tc-Sestamibi ¢ * ™Tc-
Tetrofosmina actualmente utilizados em imagiologia clinica para estudos de perfusdo do
miocardio e detec¢ao tumoral foram utilizados em paralelo para efeitos comparativos.

Os ensaios de captagdo celular permitiram observar que o *°"Tc-DMEOP &, de
entre os 4 complexos estudados, o que apresenta taxas mais elevadas de captagdo

#MTc-TMEOP. Foi também observado que a linha celular que

celular, seguido do
sobre-expressa a glicoproteina-P (MCF-7 Pgp) apresenta captacdes celulares mais
baixas para todos os compostos utilizados. Estudou-se ainda os mecanismos pelos quais

#"Tc-DMEOP entra nas células tumorais. Verificou-se que a captagdo

o complexo
celular ¢ influenciada por alteragdes dos valores de Ay, e Ay, com um forte contributo
do Ay, na captacdo e retencao 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 nao mostraram niveis de fixagcdo tumorais significativos mas,
como esperado, observou-se uma elevada fixacdo ao nivel do musculo cardiaco. Na
terceira fase, a técnica de western blot mostrou a expressio da Pgp em todos os

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

utilizadas para induzir tumores nos ratinhos.






Abstract

In this thesis we studied the lipophilic and cationic complexes **"Tc-DMEOP
and *™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

#MT¢-Sestamibi and **™Tc-Tetrofosmin complexes currently

complexes above. The
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 **™Tc-DMEOP is, among
the four complexes studied, the one that presents higher rates of cellular uptake,

followed by ™

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 *"Tc-DMEOP complex enters the tumour cells were also
studied. It was found that the cellular uptake is influenced by changes in the Ay, and
Ay, values, with a strong contribution from Ay, 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

99m: 99m

Os complexos ~"Tc-Sestamibi e = Tc-Tetrofosmina utilizados em estudos de
perfusdo do miocardio, apresentam um cardcter catidonico e lipofilico, que leva a sua
acumulagdo em células tumorais. Deste modo, surgiu também a possibilidade da sua
utilizacao clinica para deteccdo tumoral por SPECT. Esta aplicacao ¢ fundamentada no
potencial negativo aumentado das membranas plasmatica e mitocondrial de células

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

99m 99m

A semelhanca destas aplicagdes do ~ "Tc-Sestamibi e da ~ ™Tc-Tetrofosmina
para além da cardiologia nuclear, pretende estudar-se o comportamento de outros
complexos de Tc lipofilicos e cationicos desenvolvidos no Grupo de Ciéncias
Radiofarmacéuticas, nomeadamente ™ Tc-TMEOP ¢ *™Tc-DMEOP.

Esta dissertacdo tem assim como principal objectivo a avaliacdo do
comportamento biologico in vitro e in vivo destes complexos organometdlicos de
#™T¢(I) de modo a avaliar o seu potencial interesse clinico no diagnéstico tumoral e
como sondas para avaliacdo de fenotipo de resisténcia a multiplos farmacos. Nesse

sentido o trabalho foi dividido em 3 objectivos especificos:

M6 em

- Na primeira fase estudar in vitro a captacdo celular dos complexos de
linhas celulares de origem tumoral versus linhas celulares tumorais resistentes a
multiplos farmacos. De modo a tentar perceber os mecanismos de captacio do **™Tc-
DMEQRP realizar também ensaios de captagdo com varios modeladores.

- Numa segunda fase realizar estudos de biodistribui¢do e fixacdo tumoral em
pequenos roedores. Deste modo pretendeu verificar-se se estes complexos tém potencial
para uma possivel aplicacdo clinica analisando o perfil de biodistribui¢do in vivo.

- Na terceira fase avaliar a expressdo da glicoproteina-P em extractos proteicos

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

western blot.

XV



CAPITULO 1

Introducao






1.1. Radioactividade e Medicina

A Medicina Nuclear ¢ um ramo da medicina que recorre a utilizacdo de is6topos
radioactivos para a obtencdo de informacdo sobre o funcionamento de oOrgaos
especificos de um individuo ou para o tratamento de uma doenga.

Se considerarmos os is6topos radioactivos naturais a Medicina Nuclear tera tido o
seu inicio em 1901 com a utilizacdo do isétopo natural do radio no tratamento de lesdes
cutaneas pelo médico francé€s Henri Danlos. A utilizacdo de isétopos radioactivos
artificiais surge na década de 30 do século XX, pois foi em 1934 em que o casal de
radioquimicos franceses Frederic Juliot e Irene Curie Juliot produziu o primeiro
radioisotopo artificial, o fosforo 30 (*°P).

Considerando entdo os isotopos artificiais o inicio das aplicacdes médicas da
radioactividade poderd ter tido o seu inicio com George Hevesy com a utilizacdo de
fosforo radioactivo em animais sauddveis no ano de 1935 ou entdo com Joseph
Hamilton que tera tentado tratar doentes com leucemia recorrendo ao sodio 24 (**Na)
em 1936. Foi por esta altura que foi introduzido o primeiro ciclotrdo que permitiu
produzir numerosos nuclideos que foram aplicados as técnicas de diagnoéstico e terapia.
A Medicina Nuclear foi definida oficialmente em 1967, e desde essa altura este ramo da

medicina mudou tendo sofrido muitas alteragdes. [

1.1.1. Fundamentos da Quimica e Radioquimica do Tecnécio

O elemento tecnécio (Tc) foi descoberto por Segre e Perrier em 1937, quando
estes 2 cientistas trabalhavam com um ciclotrao e estudavam a irradiacao de um alvo
metalico de molibdénio (Mo) com deuterdes.

Este metal de transicdo localiza-se no grupo 7, posi¢do 43 da tabela periodica e
apresenta a configuragio electrénica ([Kr]4d® 5s%).

Este elemento possui 27 isdtopos cujos numeros de massa variam de 90 a 110. Foi

o primeiro elemento a ser produzido artificialmente. "



O tecnécio ¢ de extrema importancia especialmente devido ao facto de possuir 7

99 . :
"Tc) é o mais

isotopos metaestaveis. Destes isotopos, o tecnécio 99 metaestavel (
utilizado em imagiologia dadas as suas propriedades fisicas e quimicas que sdo
apropriadas para exames de diagndstico com o recurso a técnica de tomografia
computorizada por emissdo de fotdo Unico (single photon emission computed
Tomography - SPECT):
- Ser um emissor y com uma energia de 142 keV, suficiente para atravessar os
tecidos e oOrgdos e ser detectada numa camara gama, permitindo imagens de
elevado qualidade;
- Ser de facil obtengdo utilizando um gerador comercial portatil de **Mo/*™Tc;
- Ter um tempo de t;, de 6,02 horas o que o torna adequado para a sintese de
radiofarmacos, para realizar o controlo de qualidade através de HPLC, administrar
ao doente e para a aquisicao de imagens, assim como, minimizar a exposi¢do do
doente a dose de radiacao;
- Possuir uma capacidade de coordenagdo alargada permitindo a preparagdo de
uma grande diversidade de compostos distintos nas suas propriedades fisico-

quimicas e bioldgicas.

O Tc apresenta estados de oxidagdo entre o -1 e o +7, podendo assim formar uma
grande variedade de compostos que poderdo possivelmente ser utilizados como
radiofarmacos. ! Este elemento de transi¢do possui propriedades semelhantes as do
Rénio (Re), uma vez que os seus raios atdmicos sdo semelhantes, devido a contrac¢ao
dos lantanideos. Destas propriedades salientam-se a geometria de coordenagdo e
lipofilia. Apesar disso exibem algumas diferencas principalmente na capacidade de oxi-
redugdo, apresentando o Re complexos mais facilmente oxidaveis, e de um modo geral,
mais inertes do que os de Tc. %

Os compostos com *™T¢ mais estudados até ha relativamente pouco tempo eram
aqueles em que o Tc se apresentava nos estados de oxidagao +3 e +5. Nos ultimos anos
os complexos tricarbonilo de Tc(I) assumiram uma posicdo de destaque no na

. . o . . o 3.4
investigagdo e desenvolvimento de novos radiofarmacos. ©**



Como referido acima, o *”™Tc¢ ¢é obtido no estado de oxidacdo +7 sob a forma de

pertecnetato [TcO4] , por eluigdo do gerador de PMo/*™Tc. Este estado de oxidagdo é o

mais estavel em solugdo aquosa.

O gerador PMo/*™T¢ (Figura 1.1) € constituido por uma coluna de alumina com
[*’Mo0,*] adsorvido no seu topo. O tempo de semi-vida do *Mo ¢é de 66 horas
decaindo por emissdo B~ para o estado metaestavel PMTe (87%) e para o estado
fundamental **Tc (13%) (Figura 1.2). O Mo sofre um decaimento continuo para o
isotopo *’™Tc, originando o aumento de concentrago deste ultimo até que se atinge um
equilibrio transitorio apds 22 horas. Através da eluicdo com uma solucdo aquosa de
NaCl a 0,9% (soro fisiologico), o **™Tc é separado e recolhido num frasco submetido a
véacuo sob a forma de pertecnetato de sodio (Na®*™TcO,). O [P’MoO,4*], mantém-se
adsorvido na coluna de alumina, prosseguindo o processo de decaimento para

99 - . . )
["™TcO4], que pode ser eluido para ensaios posteriores.

Eluente
1Ty

—+—— Proteccio de
Chumbo
FMo04*

Alumina —

Figura 1.1. Gerador isotopico de *’Mo/*"T¢



9\ o B,7,66h
(87%)

S*S*nl']:'c

B3 75 66 b i
(13%)

B:212x10¢a

(estavel)

Figura 1.2. Esquematizagio do decaimento dos isétopos radioactivos no gerador *”Mo/*™Tc.

O *™Tc possui uma concentragdo baixa no eluido, que varia entre 10" M a 10™
M, razdo pela qual a sintese dos radiofarmacos ¢ realizada em soluc¢des aquosas muito

diluidas quando estas sdo obtidas directamente do gerador. *™

O [®™TcO4] em solugdo aquosa diluida ndo permite a caracterizagio dos
complexos de *™Tc por técnicas normalmente utilizadas em quimica inorganica, tais
como difraccdo de raios-X assim como a aplicacdo da ressondncia magnética nuclear
(RMN) ¢ infravermelho (IV). Assim, a caracterizagio dos compostos contendo **"Tc é
realizada recorrendo a técnica cromatografica cromatografia liquida de alta pressdao
(high perfomance liquid chromatography - HPLC) com o recurso a um detector y € o
tempo de retengdo comparado com o de complexos analogos de *’Tc ou de Re
(detectores ultravioleta — visivel UV-Vis). Devido ao tempo de semi-vida do PTe (tip =
2,12 x 10° anos) ser muito elevado e deste ser um emissor B, o que implica maiores
cuidados na manipulacdo e armazenamento, recorre-se usualmente aos analogos de Re

para a identificacdo dos complexos de ™ Tec.

1.1.2. Radiofarmacos de **™T¢

As aplicacdes clinicas iniciais do **™Tc em imagiologia encontram-se descritas a

partir de 1960, quando se comegou a utilizar o [ TcO4] para a obtencio de imagens



). "7 No entanto a utilizacdo do

da tir6ide (Shellabarger) e do cérebro (Harper e Lathrop
pertecnetato demonstrou ser muito limitada.

Foi ainda nas décadas de 60 e 70 que surgiram diferentes radiofarmacos de
P™Tc que vieram permitir a avaliagio de alteragdes do funcionamento de diversas
estruturas e Orgdos tais como o esqueleto, o figado e os rins. Estes radiofarmacos
também permitiram o diagnodstico de diversas patologias. Estes radiofarmacos foram
desenvolvidos sem apoio da quimica de coordenacdo deste radionuclideo, destacamdo-
se 0 ™Tc-MDP (metilenodifosfonato), o **™Tc-HMDP (hidroximetilenodifosfonato) e
o *™Tc-DTPA (4acido dietilenotriaminopentacético). Estes radiofarmacos sem estrutura
molecular conhecida s3o na sua grande maioria utilizados actualmente na pratica
clinica. Nas décadas que se seguiram a quimica de coordenacdo do Tc passou a dominar

99 p )
"™Tc¢. Dos radiofarmacos desenvolvidos

o desenvolvimento de radiofarmacos de
destacam-se os oxocomplexos de Tc (V) *™Tc-D,L-HMPAO (utilizado para estudos de
perfusio cerebral) e o “Tc-MAG; (estudo da fungdo renal) cujas estruturas
moleculares se encontram bem conhecidas e definidas, tendo ambos sido aprovados

para o uso clinico (Figura 1.3). ]

0

Dt"\?x“ ﬁi[ﬂx'l?f"

& \N o N i
ooH

S9mT e MAG; 99mTc-D,L-HMPAO

Figura 1.3. Representa¢io das estruturas moleculares dos radiofarmacos **™Tc-D,L-

HMPAO e ) *Tc-MAG; aprovados para a pratica clinica. '

No século XXI tém vindo a desenvolver-se muitos trabalhos de investigacdo na
quimica radiofarmacéutica com o intuito de desenvolver novos complexos de **"Tc
funcionalizados com biomoléculas, de modo a tornarem-se mais especificos. Estes
complexos de *™Tc investigados foram funcionalizados com biomoléculas como por
exemplo, anticorpos monoclonais, antagonistas de receptores do sistema nervoso central

S 13-1 ’ . s o
e nucleosidos. 31 No entanto, apenas um numero reduzido destes radiofarmacos



investigados foi aprovado para a pratica clinica. '’ Deste modo, parece ser
fundamental o recurso & quimica inorganica e organometalica para a obtencdo de novos
complexos, com o objectivo de se desenvolverem radiofdrmacos com elevada
especificidade de modo a atingirem-se os alvos de uma forma mais criteriosa e eficaz.
Assim, diversos estudos que tém vindo a ser realizados com o recurso a
diferentes centros metalicos e utilizando ligandos bifuncionais, para permitir uma

99m [6,20,21]

coordenacao eficaz do """ Tc a diferentes biomoléculas (Figura 1.4).

u z ,Ei ,Z
X X
N ) \u/ ) ‘\II/ \III/
| / ‘\ / II‘\ / \
Y Y
v/ x8x
Te(II)/Te(V) [TcO]> [TcO2]" [TeNJ*
0. HN—BM
=
| N
'.‘.'
\ |/ 'Ill' #,--"

fc“"“'L
/Ig\m L l

fac-[Tc(CO)]*  [Te-HYNIC]

99m

Figura 1.4. Centros metalicos principais de ~ " Tc utilizados para desenvolver radiofarmacos

especificos (BM = biomolécula). 221

Os oxocomplexos de Tc(V) contendo a unidade [Tc = O]*" utilizados até a
relativamente pouco tempo, eram os mais exaustivamente estudados para a marcagao
com biomoléculas. [ Esta unidade ¢ estabilizada geralmente por ligandos tetradentados
dadores de electrdes tais como N e S devido a partilha dos electrdes desemparelhados.
Estas unidades apresentam geralmente desvantagens relativamente a possivel formagao

[22]

de estereoisomeros. Os isomeros resultantes poderdo apresentar diferentes



propriedades fisico-quimicas e um comportamento bioldgico diferente, podendo dessa
forma reduzir a eficacia do radiofarmaco. Para além das desvantagens ja referidas, estes
complexos podem levantar dificuldades na funcionalizagdo dos ligandos tetradentados
com as biomoléculas, que pode envolver diferentes estratégias de proteccao e
desprotec¢do de grupos funcionais. !

De forma a resolver algumas das dificuldades apresentadas relativamente a
unidade [Tc = O]’ foram introduzidos novos fragmentos metalicos com novas
abordagens para a marcacio de biomoléculas com o **"Tc (Figura 1.4). Destas novas
formas de abordar as dificuldades referidas surge entdo o HYNIC (4cido
hidrazinonicotinico) e a abordagem organometalica. Estas baseiam-se em complexos
com os centros metalicos [Tc-HYNIC] e fac-[Tc(CO)s]", os quais tém vindo
desempenhar nos ultimos anos um papel cada vez mais importante na procura de novas
abordagens radiofarmacoldgicas.

Na abordagem [*™Tc-HYNIC] o ligando HYNIC pode coordenar-se ao ido
metalico de 2 formas: a mono ou a bidentada. Para tal ¢ necessario utilizar co-ligandos
de forma a criar uma esfera de coordenacdo em torno do ido metalico, e obter

99 . .. . ) ., )
"Tc mais estdveis e facilmente funcionalizaveis com diferentes

complexos de
biomoléculas. Estes co-ligandos apresentam-se com atomos dadores de electroes tais
como o N e o O. Nestes co-ligandos incluem-se o EDDA (4cido etilenodiamino
diacético), o gluconato e o 4cido nicotinico.

A vantagem desta abordagem ¢ controlar a lipofilia e farmacocinética dos
complexos com o recurso a diferentes combinagdes de co-ligandos. [>*****! No entanto,
a natureza da ligacdo Tc-N na coordenacdo do HYNIC continua a ndo ser conhecida,
constituindo assim uma desvantagem para a aplicacdo desta metodologia no
desenvolvimento de radiofdrmacos.

Entre os fragmentos mais promissores encontra-se o fac-[Tc(CO)3]", uma vez
que apresenta caracteristicas muito apropriadas para a conjugacdo com biomoléculas.

(26.27) Egta unidade sera abordada na seccdo que segue (secgdo 1.1.3).



1.1.3. Precursor fac-[*"Tc (H,0)3(CO);]" - caracteristicas e sintese

Os complexos tricarbonilo de Tc(I) apresentam grande estabilidade
relativamente a reacgdes de oxidacdo em meio aquoso e sob varias condi¢cdes de pH.
Estes apresentam-se assim como sendo mais vantajosos considerando a aproximagao
organometalica quando comparados com os complexos com origem na unidade [Tc =
o,

O precursor fac-[Tc(H,0)3(CO)s]" é utilizado em meio aquoso para se proceder
as diversas reacgOes para a preparacdo dos mais variados complexos contendo esta
unidade. Originalmente a sintese deste precursor era realizada a 1 atm com CO e a
redugdo do ido pertecnetato era efectuada com o recurso a BH3/THF e NaBHj. [28-30]
Apesar deste método permitir obter o aquo-complexo fac-[* " Tc(H,0)3(CO);]" a sua
preparacao a nivel hospitalar ndo era muito viavel devido a elevada toxicidade inerente
ao monoxido de carbono na forma gasosa. Consequentemente foi desenvolvida uma via
alternativa de sintese deste precursor recorrendo ao boranocarbonato de potassio
(K5[H3BCO3)). Este actua como agente redutor e ao mesmo tempo fonte de CO através
de uma reac¢do de hidrolise em meio aquoso (Figura 1.5), e desta forma o Tc(VII) é
reduzido a Tc(I) e ¢ evitada a utilizagdo de CO na forma gasosa utilizado na primeira

op¢io de sintese abordada. 2%

Naz[tartarato]

Carbonyl L
_ Na:B407.10 H20
" '_._. ....;_gww“"
[ e Na:C0;3

E«l LrcK R

ala
BH
’ 0""1 i
quf am| OH
BmT Oy o e ?'TC1 et

. y 4
100 °C; 20 min; pH=11 ) 8 c‘o\co

Figura 1.5. Sintese do precursor fac-[**"Tc(H,0)3(CO);]" e composicio do kit Isolink ®.
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Com a introducao desta via de sintese recorrendo ao boranocarbonato ¢ devido
as caracteristicas que este apresenta, foi possivel a introdu¢do de uma formulagdo sob a
forma de um kit liofilizado para a obten¢do de precursor tricarbonilo. Este kit ¢é
comercializado para fins de investigagdo com o nome Isolink (Coviden, Petten,
Holanda) (Figura 1.5), permitindo num unico passo a preparacdo do aquo-complexo
fac-[99‘“TC(H20)3(CO)3]+ de uma forma quantitativa, bastando para isso a adi¢do do ido
pertecnetato e posterior aquecimento a 100°C durante 20 minutos.

Os complexos fac-[M(H,0);(CO);]” (M = *™Tc, Re) apresentam uma enorme
vantagem destacando-se no desenvolvimento de novos radiofarmacos devido a inercia
dos ligandos CO e da versatilidade quimica do precursor originada pela presenga das 3
moléculas de H;O que possuem uma elevada labilidade. Desta forma a facil substitui¢ao
dos ligandos H»O por ligandos com diferentes denticidades e caracteristicas electronicas
e/ou estereoquimicas permite a preparacdo de um grande variedade de complexos. O

+ . ~ . . . y .
PMTe(CO);]" tem dimensdes reduzidas e uma simetria quase esférica,

fragmento fac-[
formando tendencialmente complexos octaédricos bastante estdveis cinética e
termodinamicamente. Todas estas caracteristicas potenciam a sua utilizacdo na
concepgdo de radiofarmacos, com o recurso a ligandos monodentados, bidentados e
tridentados, com uma grande diversidade de atomos dadores (P, S, N, O, H) e a
facilidade de funcionalizagdo com o recurso a biomoléculas. > Quando comparado
com outros centros metalicos de Tc, este fragmento organometéalico apresenta uma
lipofilia intrinseca superior, o que podera implicar maior facilidade para atravessar a
membrana celular por difusdo.

Nos ultimos anos tém sido desenvolvidos muitos complexos que possuem a
unidade fac—[gngc(CO)ﬂ+ para marca¢do de uma grande diversidade de biomoléculas,
tais como, péptidos de dimensdes reduzidas, agucares, aminoacidos, nucleotidos ou
antagonistas do sistema nervoso central. No entanto, apesar dos resultados promissores

obtidos até ao momento, ndo se encontra em aplicacdo clinica nenhum radiofarmaco

contendo a unidade fac-["""Tc(CO)s]".
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1.2. Radiofarmacos para detec¢cio tumoral

O diagnostico da doenga oncoldgica efectuado precocemente ¢ de extrema
importancia para que a terapia possa ter sucesso e travar o desenvolvimento da doenga
para estagios mais avangados.

A capacidade de discernir células normais de células cancerigenas, que durante o
processo de oncogénese sofrem alteragdes ao nivel molecular e fisiologico, ¢
fundamental. Seguindo esta linha de raciocinio diversos investigadores empreenderam
esfor¢os para desenvolver novos radiofarmacos com capacidade selectiva de detecgdo
de células tumorais.

Inicialmente o recurso a radiofarmacos era limitado a detec¢do de alteragdes
morfologicas, tal como a permeabilidade vascular ou alteracdes da actividade
metabolica. Neste momento as abordagens centram-se na deteccdo da expressdo de
receptores e proteinas de transporte membranares como por exemplo a glicoproteina-P
(proteina de efluxo existente na membrana plasmatica). Para que tal abordagem possa
ocorrer diversas biomoléculas foram marcadas de modo a se poder avaliar a sua
potencial aplicagao clinica.

Combinar a sensibilidade das técnicas nucleares com moléculas que apresentem
especificidade biologica para as células tumorais, recorrendo aos conhecimentos da

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

1.2.1. Diferencas entre células normais e células tumorais

As células tumorais surgem devido a acumulacdo de mutacdes no acido
desoxirribonucleico (ADN). Este processo pode ser lento e levar inclusive varios anos
estando dependente de diversos factores genéticos ou ambientais. O cancro surge devido
a uma proliferacdo de células tumorais associada a autonomia de crescimento, a ndo
resposta a sinais inibitdrios, a capacidade de invasao de tecidos circundantes e devido ao
seu potencial ilimitado de replicacao.

As diferengas entre células normais e tumorais sdo muitas tanto ao nivel
morfoldgico como funcional e molecular. A proliferacdo das células tumorais ¢ muito

mais rapida do que nas células normais. As primeiras perdem a capacidade de aderéncia
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dando origem a sua migracao para tecidos vizinhos, ou através da corrente sanguinea (e
sistema linfatico) para regides do organismo mais afastadas originando metastases ou
tumores secundarios. Adicionalmente, as células tumorais malignas t€ém a capacidade de
segregar moléculas com a capacidade de estimular o crescimento de vasos sanguineos
podendo desta forma proliferar e promover a angiogénese. [*%!

As células tumorais apresentam também um potencial de membrana

. . . . , . 4
mitocondrial mais negativo do que as células normais. *”!

1.2.2. Deteccio tumoral in vivo

Considerando as caracteristicas das células tumorais ¢ de extrema importancia o
desenvolvimento de radiofarmacos que as explorem, ¢ deste modo obter compostos
especificos para a detecgdo tumoral.

O facto de as células tumorais apresentarem um potencial de membrana
mitocondrial mais negativo do que as mitocondrias das células normais serd uma das
caracteristicas a ter em conta. Assim, a concep¢ao de radiofdrmacos como os catides
lipofilicos deslocalizados que se acumulam selectivamente nas mitocondrias das células

tumorais estd despertar um enorme interesse na investigagao do cancro.

1.2.2.1. Aspectos importantes na captacio celular de radiofarmacos

Todas as células eucaridticas possuem no seu citoplasma mitocondrias
(organelos). Em condicdes aerobicas estas sdo responsaveis pela producdao de maior
parte da energia sob a forma de ATP, essencial para o desempenho das fungdes
celulares.

Estes organelos encontram-se presentes em maior numero em células que
apresentam maiores necessidades energéticas, como nas células do musculo cardiaco e
do sistema muscular e de todo o sistema nervoso (nas extremidades dos axonios).

A actividade da mitocondria depende da sua divisdo em compartimentos
especializados, os quais sao delimitados por membranas. A mitocondria possui 2

membranas, a membrana externa e a interna, delimitando 2 compartimentos, o espago
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intermembranar € a matriz mitocondrial (envolvida pela membrana interna). A
membrana interna possui uma superficie superior & da membrana externa dado que se

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

Cristas
mitocondriais

Membrana
externa

Matriz
mitocondrial

Membrana

int
imterna hacn

intermembranar

Figura 1.6. Estrutura da mitocondria (imagem adaptada). 48]

A glucose ¢ a principal fonte de energia das células uma vez que a sua
degradagdo da origem a CO,, HO e ATP. A degradagdo da glucose ocorre em 3 etapas
fundamentais: glicolise, ciclo de Krebs e fosforilacdo oxidativa. Nesta ultima etapa
ocorre uma série de reacgdes de oxi-reducdo na membrana interna da mitocondria que
terminam com a redu¢do do O, a H,O. Nesta etapa em cada uma das reacc¢des ocorre a
transferéncia de electrdes de um estado de alta energia para um estado de baixa energia,
e consequentemente ha libertacdo de energia para o sistema. A teoria quimiosmotica,
define que esta energia € utilizada para bombear protdes da matriz mitocondrial para o
espago intermembranar, estabelecendo desta forma um gradiente através da membrana
interna. Esta distribui¢do de cargas através da membrana interna (matriz — lado negativo
e espago intermembranar — lado positivo) gera um gradiente electroquimico
transmembranar (for¢a motriz protonica) que ¢ utilizado para a posterior sintese de
ATP. A for¢a motriz protonica gerada pela fosforilagdo oxidativa apresenta 2
componentes, a componente quimica (ApH) e a eléctrica. A componente eléctrica ou
potencial de membrana mitocondrial (Ay,,) ¢ um indicador do estado da funcao
bioenergética do organelo, uma vez que dele dependem a integracdo adequada das
diversas vias metabolicas que convergem na mitocondria. 1*”! O Ay, ¢ a principal forca

motriz responsavel por gerar ATP através da fosforilagdo oxidativa, pela regulacdo dos
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niveis de Ca’" na mitocondria, pela formagio de espécies reactivas de oxigénio e pela
reducdo do NAD(P)H. (501

Tem-se vindo a demonstrar nos ultimos anos o papel fundamental da disfungao
mitocondrial em diversas doencas como por exemplo: o cancro, a diabetes e muitas das
doengas degenerativas No caso do cancro foram identificadas diferencas entre as
mitocondrias de células tumorais e células normais, principalmente na sua actividade
metabolica, na sua composi¢do molecular, no ADN mitocondrial e no potencial de

(4751321 Tajs alteracdes advém das necessidades energéticas

membrana mitocondrial.
mais elevadas das células tumorais, assim como da sua capacidade de resistir a
apoptose, processo no qual a mitocondria esta envolvida.
O Ay, elevado prevalece no fenotipo das células tumorais o que as torna num dos
principais objectos de estudo para o desenvolvimento de radiofarmacos para detec¢ao
tumoral. °*) Esta diferenca de extrema importancia foi alvo do estudo com o recurso a
catides lipofilicos que se acumulam nas mitocondrias. P*°% Devido as propriedades
lipofilicas destes compostos, estes conseguem atravessar a membrana mitocondrial
interna sem o auxilio de i6noforos (moléculas que sdo soluveis em lipidos, permitindo o
transporte de ides através da bicamada lipidica das membranas celulares). Por outro
lado a carga positiva destes compostos permite a acumulacdo mitocondrial, devido ao
valor negativo de Ayyy,.

Considerando a equagdo de Nernst, a diferenca ¢ de 60 mV no Ay, entre as
células normais e as células tumorais, sendo teoricamente suficiente para uma
acumulacdo aproximadamente dez vezes superior dos compostos catidnicos nas

153571 0 potencial

mitocOndrias das células tumorais relativamente as células normais.
de membrana plasmatica (Ay,) também d4 a sua contribui¢do neste processo uma vez
que Ay, oscila de -30 a -60 mV entre o espaco extracelular e o citoplasma. Desta forma
ha uma acumulagdo de espécies catidonicas no citoplasma, que consequentemente
aumenta a disponibilidade destas espécies para a captacao mitocondrial. O potencial de
membrana plasmatica ¢ originado por varios factores, nomeadamente o transporte dos
10es através da membrana celular e a selectividade a permeabilidade da membrana

plasmatica a esses ides. ")
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1.2.2.2. Radiofarmacos em desenvolvimento ¢ em uso clinico

Aprovados para o uso clinico como agentes de perfusdo cardiaca, os
radiofarmacos **™Tc-Sestamibi e **"Tc-Tetrofosmina sio catides lipofilicos (Figura
1.7), que apresentam uma elevada captacao e retencdo no coragdo, figado e musculos,
devido ao facto das células destes 6rgaos se apresentarem com um elevado niimero de

99MTc Sestamibi atravessa a membrana plasmatica por

mitocondrias. O complexo
transporte passivo devido a sua lipofilia acumulando-se nas mitocondrias devido ao seu
Ay, mais negativo. O complexo **™Tc-Tetrofosmina parece ficar mais retido no
citoplasma. No entanto ambos tém sido utilizados para a detecgcao tumoral devido a sua

elevada acumulagdo em células tumorais. %)
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Figura 1.7. Estruturas dos complexos **"Tc-Sestamibi e *"Tc-Tetrofosmina.

99m 99m

Entretanto surgiram como alternativa ao =~ Tc-Sestamibi e ~ Tc-tetrofosmina,
os catides lipofilicos deslocalizados derivados do trifenilfosfonio, os quais tém vindo a
assumir um papel de destaque na concepcao de sondas radioactivas que t€ém como alvo
as mitocondrias de células tumorais. Temos como exemplo, o tetrafenilfosfonio (TPP) e
o metiltrifenilfosfébnio (TPMP) que foram marcados com diversos radionuclideos
(99mTc, 64Cu, 18F, e e 3H), uteis para SPECT e tomografia de emissdo de positroes

(Positron Emission Tomography — PET), [47:60-63]
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O *H-tetrafenilfosfonio (“H-TPP) foi um dos primeiros compostos a ser utilizado
como catiio lipofilico deslocalizado para a detec¢io tumoral (Figura 1.8). [+
Permitiu realizar estudos de biodistribuicdo em modelos animais, mas niao tem o
potencial de radiofarmaco uma vez que o tritio ¢ um emissor 3” com baixa energia € um
tempo de semi-vida longo (t;» = 12,3 anos). Apesar disso, apresentou resultados de
biodistribui¢do em ratinhos normais e ratinhos com tumores induzidos com valores de

#MTc-Sestamibi para o mesmo modelo animal. ! Tais

captagdo superiores aos do
resultados conduziram a posteriores estudos com sais de fosfonio marcados com ''C ou
'8F, tendo para tal sido sintetizados e avaliados os compostos ''C-trifenilmetilfosfonio
("'C-TPMP) 7% ¢ o 4-("®F-benzil) trifenilfosfonio (['*F]-BzTPP) (Figura 1.8). ¢
Os estudos de biodistribuicio com o composto ['*F]-BzTPP em ratinhos com tumores
induzidos revelaram uma reduzida captacdo tumoral e uma consideravel acumulagdo de
radioactividade no coragdo e figado. Com estes resultados este composto mostrou ndo

ser util para os objectivos tragados como radiofdrmaco para a deteccdo tumoral por

PET. [

OFEO
O7 oko- e

[*H]-TPP [L1C]-TPMP

[F]-BzTPP

Figural.8. Estruturas de sondas radioactivas derivadas dos catides lipofilicos deslocalizados de

fosfonio para a detecgdo tumoral.

. 4 . . e~
Recentemente surgiram complexos de ®'Cu funcionalizados com catides

trifenilfosfonio para avaliagio biologica (Figura 1.9). *7% Quando comparados com o

99m 99m:

S . 64
Tc-Sestamibi e Tc-Tetrofosmina, os complexos de “'Cu apresentaram uma

captacao mais selectiva pelas mitocondrias tumorais em ratinhos atimicos com gliomas

[74]

induzidos, apresentando razdes tumor/coragao superiores. Ainda assim, estes
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apresentam fixacoes ao nivel do figado e coragdo relativamente elevadas. Na avaliagao
bioldgica de complexos de '''In analogos (Figura 1.9) apresentam captagdes tumorais

" relativamente

semelhantes. No entanto, a selectividade tumoral de complexos de
aos tecidos com um numero elevado de mitocondrias tal como o coracao, ¢ menor do
que para os analogos de **Cu. "*™! Nestes estudos, ¢ referido o caracter hidrofilico
como o causador dos resultados obtidos para os complexos de **Cu (log P = -1,0 a -3,0).
Assim este caracter hidrofilico origina uma maior dificuldade por parte dos complexos
de ®Cu em transporem a membrana mitocondrial, fixando-se preferencialmente nas
mitocondrias de células tumorais que apresentam um valor de potencial de membrana

mitocondrial mais elevado relativamente as células normais. >

», <m Q
@/@ [64Cu]-DO3a-xy-TPP P‘L@ [ﬂcu]-noza-x;.-m
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[**=Tc]-Mito1cMAGs

Figura 1.9. Alguns exemplos de complexos metalicos utilizados como sondas radioactivas
derivadas dos catides fosfonio, para a deteccdo tumoral. (373,771

9MTe com

Apenas recentemente se funcionalizaram dois tipos de complexos de
derivados trifenilfosfonio. ') O primeiro estudo relata um oxo-complexo de Tc(V)
[*™Tc]-Mito;o-MAG; (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-a-antraceno (DMBA). O complexo estudado revelou uma
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captacao tumoral relativamente reduzida, tendo diminuido ao longo do tempo, o que se
deve muito provavelmente ao efluxo ocasionado por proteinas de efluxo tais como a
glicoproteina-P. No segundo estudo foram desenvolvidos complexos organometalicos
de Tc(I) com derivados de trifenilfosfonio, que apresentaram valores de captagdo
celular e mitocondrial moderados.

Os estudos com complexos funcionalizados com derivados do trifenilfosfonio
como sondas radioactivas para a deteccdo de tumoral por SPECT ¢ uma area de
investigacao que nao se encontra ainda muito explorada. A investigacao deste género de
compostos podera vir a ser um grande passo na oncologia nuclear, considerando a
importancia das mitocondrias no fendtipo tumoral e tendo em consideracdo as

99m.

caracteristicas fisicas do = Tc que sdo muito favordveis como radionuclideo para

imagiologia por SPECT.

1.3. Radiofarmacos para monitorizacio de resisténcia a maultiplos
farmacos

1.3.1. Células tumorais e resisténcia a farmacos

A quimioterapia ¢ uma das formas de terapia mais importantes no tratamento da
doenga oncologica. No entanto, as células tumorais tém a capacidade de desenvolver
resisténcia a firmacos e este ¢ o maior obstaculo a eficacia das terapias que recorrem a
farmacos. Com o decorrer dos tratamentos as células que por vezes inicialmente sdao
sensiveis a terapia adquirem resisténcia aos mesmos. Desta forma os tratamentos
perdem a sua eficacia. ’*! Este fenomeno foi identificado por Dano decorria o ano de
1973, tendo sido designado por resisténcia a multiplos fArmacos (multidrug resistence -
MDR). MDR ¢ caracterizado pela ocorréncia de resisténcia cruzada, ou seja, apds a
exposicdo a um determinado citotoxico as células tumorais adquirem resisténcia a
outros agentes neopldsicos sem qualquer relagdo funcional ou estrutural com o
inicialmente utilizado. [”*!

Foram propostos varios mecanismos para tentar explicar a MDR intrinseca ou
adquirida por parte das células tumorais. Destes mecanismos destaca-se a redugdo
intracelular de citostaticos através de proteinas transmembranares dependentes de ATP,

funcionando como bombas de efluxo. A primeira proteina a ser relacionada com MDR
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pertencente a grande familia de transportadores ABC (ATP — Binding cassette) foi a P-
glicoproteina (Pgp). Esta proteina ¢ constituida por 1280 aminoacidos com um peso
molecular de 170 kDa sendo codificada pelo gene MDRI. Tem uma orientacao
transmembranar e ¢ constituida por 2 unidades homologas, possuindo cada uma 6 o-
hélices transmembranares ¢ uma regido hidrofilica citosolica. Esta regido serve como
local de ligagdo de ATP. Esta proteina utiliza a energia libertada pela hidrélise da
molécula de ATP para realizar a translocagdo do substrato através da membrana
citoplasmatica contra o gradiente de concentragio. ™! Foram ainda identificadas como
proteinas de MDR a proteina associada a multirresisténcia tipo 1 (MRP1) e a proteina
responsavel pela multirresisténcia do cancro da mama (BCRP). Estas proteinas estdo
associadas a diminui¢do da concentragdo intracelular de citostaticos e pela resisténcia
cruzada a diferentes agentes neoplasicos. *!!

A multirresisténcia a farmacos pode ser ainda mediada por outros mecanismos
para além da expressdo de transportadores ABC, tais como a ocorréncia de defeitos no
processo de apoptose, a existéncia de mutacdes em genes especificos, a activacdo de
sistemas de reparacdo do ADN, a perda de fun¢do supressora tumoral do gene 53, entre
outros. ¥

A avaliacdo da MDR ¢ de extrema importancia para o planeamento terapéutico,
uma vez que a seleccdo adequada dos doentes sensiveis a quimioterapia pode
representar um aumento da eficicia terapéutica. Permite evitar efeitos toxicos
secundarios associados a utilizacdo dos citostaticos e uma melhor gestdo de recursos
financeiros associados a estas terapias. (831

A expressdo dos transportadores ABC nas células tumorais € avaliada através de
técnicas da Biologia Molecular. Estas técnicas permitem determinar os niveis de
expressao dos genes pela reaccdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain
Reaction) e por andlise da expressdo de proteinas através da técnica Western Blot. Estas
técnicas ndo fornecem informacdo sobre a actividade funcional dos genes, apenas
relativamente a sua expressao. Os resultados sao muitas das vezes pouco fiaveis quando
os niveis de expressdao sdao reduzidos e quando ocorrem reacg¢des cruzadas entre
anticorpos, apresentando baixa sensibilidade e especificidade. Por outro lado, sdo

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

biopsias, sujeitando os doentes a sucessivos procedimentos invasivos.
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1.3.2. Deteccao in vivo de MDR

A utilizagao de técnicas de imagiologia nuclear permite a detec¢cdo in vivo nao
invasiva do fendtipo MDR em tumores. Estas técnicas tém sido estudadas e propostas
como alternativa as técnicas referidas no paragrafo anterior. As técnicas SPECT e PET
podem ser utilizadas para avaliar a MDR in vivo, analisando a captacdo de compostos
radioactivos por parte das células tumorais dos tecidos ou 6rgios. *¥

Os radiofarmacos utilizados actualmente para estudos de perfusdo do miocardio

99m: 99m

Tc-Sestamibi e =" Tc-Tetrofosmina podem também ser utilizados para estudar a
MDR in vivo. Estudos realizados em modelos celulares demonstram que a cinética
destes compostos ¢ influenciada pela expressdo dos transportadores ABC, assim sendo a
sua captagdo e retencdo celular poderd permitir inferir informacgao relativa ao estado de
resisténcia das células tumorais aos agentes neoplasicos. Como ja descrito, estes
complexos sdo utilizados para perfusdo do miocardio e apesar de possuirem
propriedades radiofarmacéuticas adequadas, apresentam uma elevada captagao
hepatobiliar que pode interferir na analise imagiologica, quer a nivel cardiaco como
tumoral.

Como tal, nos ultimos anos tem-se recorrido a radioisotopos de *™Tc, /*Ga ¢
%4Cu para criar novas sondas para SPECT e PET de modo a avaliar a MDR. Tém sido

%™ ¢ na tentativa de obter uma especificidade mais

testados novos complexos de
elevada para as células tumorais assim como para melhorar as razdes 6rgao/alvo.

O *™T¢ tem sido o radionuclideo mais utilizado em complexos em 3 estados de
oxidagdo +1, +3 e +5.

Viarios grupos de investigacdo prepararam complexos catidonicos e lipofilicos
tricarbonilo de **™T¢(I) partindo da unidade fac-[**"Tc(H,0)3(CO);]" para os avaliarem
como potenciais sondas para a obtencdo de imagens do miocardio. Tendo
provavelmente como base o seu perfil biologico e de fixagdo cardiaca, e foi também
ponderada a possivel utilidade destes compostos para a avaliagdo funcional da MDR. [*”)

Recentemente o Grupo de Ciéncias Radiofarmacéuticas do C2TN liderado pela
Professora Doutora Isabel Rego Santos tem realizado diversos estudos com complexos

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

sondas para perfusdo cardiaca.
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[**=Tc(CO)3(TMEOP)]- [**=Tc(CO)3(DMEOP)]*

Figura 1.10. Estruturas dos complexos [**"Tc(CO);(DMEOP)]" e [*"T¢(CO);(TMEOP)]". 1%

Tendo como estrutura de partida o complexo tricarbonilo tris(pirazolil)metano
fac-[P"™Tc-(CO)3(k*-HC(pz);]", foi preparada uma familia de complexos por
funcionalizacdo do quelato tris(pirazolil)metano com diferentes grupos éter. Destes
complexos destacam-se os que foram utilizados neste trabalho [**™Tc(CO)3(DMEOP)]
e [™Tc(CO)s(TMEOP)]™ (Figura 1.10).

Complexos de Tc(Ill), estabilizados por diferentes bases de Schiff e fosfinas
hidrofobicas foram também caracterizados e avaliados como agentes de perfusdo
cardiaca. O principal composto desta familia ¢ o Tc(IIl) (Q12), conhecido como 99mTe-

Furifosmina (Figura 1.11). A partir do 9om

Tc-Q12 foram preparados outros 38
compostos com variantes estruturais com o recurso as bases de Schiff e fosfinas com

diferentes grupos de substituintes.
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Figura 1.11. Estrutura quimica do complexos ~Tc-Q12, e exemplos de alguns outros da sua

série de tais como *"Tc-Q58 e ™ Tc-Q63. [60]

A acumulagio do *™Tc-Q12 apresenta algumas semelhangas com o c-

Sestamibi e *“™Tc-Tetrofosmina. Apods os estudos efectuados os investigadores
concluiram que este composto era adequado para a obtencdo de informacdo sobre o
fen6tipo MDR: Outros trabalhos foram desenvolvidos nesta area com oxocomplexos de

Tc(V) e ainda complexos nitrido de Tc(V) para estudos de MDR. L60]
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CAPITULO 2

Resultados






2.1. Estudos in vitro em linhas celulares

Nesta sec¢do apresentam-se os estudos de captagdo 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 multiplos farmacos, MCF-7 Pgp, assim como a linha
celular ndao tumoral HEK.

Foram testados os complexos organometalicos cationicos e lipofilicos de
PMTe(D), P Tc-TMEOP e *™Tc-DMEOP, para avaliacio do seu potencial interesse no
diagnostico tumoral e como sondas para avaliacao de fendtipo de resisténcia a multiplos
farmacos. Estes dois complexos contém a unidade fac-["""Tc(CO);]” estabilizada por
ligandos tridentados derivados do pirazolo. Utilizaram-se ainda os complexos **™Tc-

Sestamibi (estado de oxidagdo +1) !l ¢ *™

Tc-Tetrofosmina (estado de oxidagao +5),
pois estes complexos sdo actualmente utilizados na pratica clinica de diagndstico.

A avaliacdo do efeito do potencial de membrana plasmatica e do potencial de
membrana mitocondrial na captagdo celular, descrita na sub-sec¢do 2.1.3, teve como
objectivo avaliar os mecanismos de transporte envolvidos na captacdo celular dos

51-53,57
complexos em estudo. ']

2.1.1. Avaliacao da captacio celular em linhas tumorais

Efectuaram-se ensaios de captagdo celular, nas seguintes linhas celulares
tumorais humanas: MCF-7 (cancro da mama), MCF-7 Pgp (cancro da mama, com
sobre-expressdo da glicoproteina-P) (ver sec¢do 2.1.2), PC-3 (cancro da prostata),
MDA-MB 231 (cancro da mama, dependente de estrogénios), A-2780 (cancro do
ovario), A-2780 cis-R (cancro do ovario, resistente a cisplatina), Hela (cancro cervical),
A-431 (carcinoma da epiderme da vulva), assim como numa linha celular ndo
cancerigena HEK (células embrionarias do rim).

Em todas estas linhas celulares foram estudados os complexos **"Tc-DMEOP e

99m 99m

Tc-TMEOP; para além destes utilizaram-se ainda os complexos = Tc-Tetrofosmina

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

celulares e os complexos de ~"Tc¢ utilizados.

99m

Tabela 2.1: linhas celulares versus complexos de =" Tc estudados.
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99m Tc-

-DMEQOP |-TMEOP | -Tetrofosmina | -Sestamibi

MCF-7

X X X X

MCF-7 Pgp*

X X

PC-3

X X

MDA-MB 231

A-2780

A-2780 cisR

HelLa

A-431

IR T ] B B e
o R T ] I B e

HEK

X X

* Esta linha celular sera abordada na sec¢do 2.1.2.

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

de captagao por milhdo de células, obtidos para cada uma das linhas celulares com os

respectivos complexos.

14

=
]

=
=]

% Captagdo /10%células

MCF-7

== 99mTe-Tetrofosmina

== 9ImTec-Sestamibi

== 99mTc-TMECP

99mTe-DMECP

1.5 2 25 3 3.5
Tempo de Incubacio [horas)

Figura 2.1: Cinética de captagdo por milhdo de células para os complexos *"Tc-DMEOP,

9me-TMEOP, *™Tc-Tetrofosmina e *’™Tc-Sestamibi, na linha celular MCE-7.

28



PC-3
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== GO Te-Tetrofosmina

==00mTc-Sestamibi

=W=99mTc-TMECP

== 99mTc-DMECP

3.5

Figura 2.2: Cinética de captagdo por milhdo de células para os complexos *™Tc-DMEOP,

9m e TMEOP, *™Tc-Tetrofosmina e *™Tc-Sestamibi na linha celular PC-3.
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Figura 2.3: Cinética de captagdo por milhdo de células para os complexos *"Tc-DMEOP e

9mT:_TMEOP na linha celular MDA-MB 231.
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Figura 2.4: Cinética de captacdo por milhdo de células para os complexos *"Tc-DMEOP e

9mT:_TMEOP na linha celular A-2780.
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== 99mTc-TMECP

99mTc-DMEOP

Figura 2.5: Cinética de captagdo por milhdo de células para os complexos *"Tc-DMEOP e

9T . TMEOP na linha celular A-2780 cisR.
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Figura 2.6: Cinética de captacdo por milhdo de células para os complexos *"Tc-DMEOP e

9mT:_TMEOP na linha celular Hela.
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Figura 2.7: Cinética de captagdo por milhdo de células para os complexos *"Tc-DMEOP e

M7 TMEOP na linha celular A-431.
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Figura 2.8: Cinética de captagdo por milhdo de células para os complexos *"Tc-DMEOP e

9mT:_TMEOP na linha celular HEK.

Na linha celular MCF-7 (Figura 2.1) os complexos > "Tc-DMEOP e **™Tc-
TMEQP apresentaram valores moderadamente elevados de captagdo, principalmente
para o primeiro que se destacou com uma captacdo aproximadamente 2% mais elevada
do que o segundo. Em relacdo aos complexos actualmente utilizados na pratica clinica,

99m

nesta linha celular a " Tc-Tetrofosmina apresentou a taxa mais baixa de captagao,

99m

apesar da evolugdo na primeira hora ter sido bastante similar ao = Tc-Sestamibi.

99m

Na linha celular PC-3 (Figura 2.2), o complexo = Tc-Tetrofosmina, apresentou

#MT¢-Sestamibi, apresenta

uma vez mais a taxa de capta¢do mais reduzida, enquanto o
um comportamento semelhante ao #mTc-DMEOP, até a 1* hora (com valores apenas
ligeiramente mais reduzidos). Tal como ocorreu para a linha celular MCF-7 este tltimo
complexo apresenta os valores de capta¢io mais elevados. A partir da 2* hora o **™Tc-
TMEOP surgiu como o 2° complexo com a maior taxa de captagao.

Considerando a taxa de captagdo por milhdo de células para os 4 complexos nas
2 primeiras linhas celulares apresentadas, pode concluir-se que o que apresentou maior
captagdo ¢ indiscutivelmente o *™Tc-DMEOP, seguido do **"Tc-TMEOP e *™Tc-
Sestamibi, tendo o complexo **™Tc-Tetrofosmina a mais reduzida taxa de captagdo.

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

#MTe-DMEOP e *Tc-TMEOP, o primeiro complexo apresentou uma taxa de captagio

mais elevada, quando comparado com **"Tc-TMEOP.
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Quando se comparam as taxas de captacao na linha celular A-2780 (Figura 2.4),
com a linha semelhante mas resistente a cisplatina (Figura 2.5), nesta ultima
verificaram-se taxas de captagdo inferiores para os varios complexos estudados. A
variante da linha celular A-2780 resistente a cisplatina, apresenta entre outras
propriedades a capacidade de efluxo da cisplatina, e ainda a capacidade de reparacao de
lesdes originadas por esta no ADN celular. (%

Na linha celular Hela (Figura 2.6) as taxas de captacdo dos 2 complexos foram
semelhantes as restantes linhas celulares estudadas, com as diferencas caracteristicas na
captacao dos 2 complexos. O desvio padrao poder-se-a dever ao facto de haver apenas 2
ensaios que se apresentaram divergentes. No entanto, num deles ter-se-a eliminado
células durante o procedimento de remog¢ao do meio de cultura, o que levou a reducao
do nimero de células no ensaio.

Na linha celular HEK (Figura 2.8) os complexos *™Tc-DMEOP e **™Tec-
TMEOP apresentaram uma taxa de captacdo elevada, semelhante a verificada nas linhas
celulares tumorais. Este resultado podera ser devido ao facto de esta linha HEK apesar
ndo ser de origem tumoral, ser embriondria e por isso ter também um metabolismo
muito activo.

Em resumo, das linhas celulares estudadas, salientam-se as taxas de captacao
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 captagio mais elevadas para o complexo **"Tc-DMEOP foram a
A-431 (Figura 2.7) e MDA MB 231 (Figura 2.3), com valores as 3 horas de 21,27% +
1,25 ¢ 15,78% =+ 0.74, respectivamente.

#mre DMEOP apresentou-se como o complexo

De um modo geral o complexo
com maior potencial para a deteccdo tumoral pois € o que revelou as mais elevadas
taxas de captacdo em todas as linhas celulares estudadas.

Os complexos estudados apresentam todos carga positiva (cationicos) °”, e deste
modo a lipofilia poderé ser um factor importante para explicar as diferencas observadas
na sua captagdo por células tumorais. O logP do complexo *’"Tc-TMEOP ¢ 0,61 = 0,04
e do *™Tc-Sestamibi 1,29 + 0,15 #*+% no entanto apesar deste ultimo apresentar um
valor superior de lipofilia, ndo se verificaram taxas de captacdo superiores para ele nas
linhas celulares testadas. A excepg¢ao verificou-se na linha celular PC-3, observando-se

99m

valores ligeiramente mais elevados para o ~ " Tc-Sestamibi, apenas na primeira hora e
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meia. A lipofilia do *™Tc-DMEOP ¢ 0,58+ 0,013 %, sendo o complexo cuja taxa de
captagdo ¢ superior em todos as linhas celulares estudadas. O valor mais reduzido em

99m;

termos de lipofilia ¢ 0,5 **7 para o complexo *™Tc-Tetrofosmina, o que podera explicar

as reduzidas taxas de captacao celular obtidas para este complexo.

2.1.2. Avaliacao da captacido celular em linhas tumorais resistentes a

multiplos farmacos

J4 7

A resisténcia a multiplos farmacos ¢ responsavel pela falta de resposta de
tumores a uma gama alargada de agentes quimioterapéuticos. A sua avaliagdo in vivo
através da monitorizagdo do fenotipo da resisténcia a multiplos fArmacos com o recurso
a sondas radioactivas ¢ de extremo interesse. Deste modo avaliou-se a utilidade dos
complexos “"Tc-DMEOP e **"Tc-TMEOP para a monitorizagdo funcional de
resisténcia a multiplos farmacos.

Seleccionou-se a linha celular MCF-7 Pgp, de origem tumoral com resisténcia a
multiplos farmacos para avaliar as taxas de captacdo dos complexos. Esta linha celular
apresenta como principal caracteristica a sobre-expressdo da glicoproteina-P,

responsavel pelo efluxo de farmacos e outros compostos exdgenos.

MCF-7 Pgp

5
w 4
o T
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Figura 2.9: Cinética de captagdo por milhdo de células dos complexos **"Tc-DMEOP, *™Tc-

TMEOP, " Tc-Tetrofosmina e *™Tc-Sestamibi, na linha celular MCE-7 Pgp.

Os resultados obtidos para a linha celular MCF-7 Pgp evidenciaram
percentagens de captacdo reduzidas para todos os complexos estudados. De notar que o
#MTc-Sestamibi e *"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 captacdo mais elevada é o **"Tc-DMEOP.

Os valores obtidos para as células MCF-7 Pgp, sdo mais reduzidos do que os
obtidos para a mesma linha sem a sobre-expressao da Pgp. Como exemplo verificou-se
uma captagio as 3 horas para o complexo **™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. Avaliacao do efeito do potencial de membrana plasmatica e do

potencial de membrana mitocondrial na captac¢ao celular

Como referido na introducdo os catides lipofilicos tendem a ser captados pelas
células tumorais devido ao potencial negativo da membrana plasmatica (Ay,). Este
potencial negativo, que ¢ gerado principalmente pelo movimento de ides K do
citoplasma para o espaco extracelular através dos canais de K, favorece a acumulagio
destes catides lipofilicos no citoplasma aumentando desta a forma a disponibilidade
destes para a captagdo mitocondrial. Por outro lado, ¢ também conhecido que o
potencial negativo da membrana mitocondrial (Ayn,) das células tumorais € superior ao
das células normais, devido as exigéncias energéticas superiores das primeiras.

Para a avaliagdo do efeito do Ay, e Ay, na captagdo celular dos complexos
estudados e de forma a obter alguma informagao adicional sobre os mecanismos de
captagdo celular, utilizaram-se como modelos a linha celular MCF-7 e o 9mTc-DMEOP.
Assim realizaram-se ensaios nos quais foram provocadas alteragcdes e em alguns casos o
colapso dos potenciais Ay, e Ay,

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

gradual o Ay,. Para tal, incubaram-se as células MCF-7 em meios de cultura com
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concentragdes crescentes de K (5, 60 e 120 mM). Considerou-se como normal uma
concentragdo extracelular (i.e. no meio de cultura) de K" 5 mM. Na presenca de uma
concentragdo 120 mM de K" estabelece-se um equilibrio entre a concentragdo interna e
externa de K" o que origina a despolarizagio da membrana plasmatica. Para a
concentragdo 120 mM de K, o estudo foi também efectuado na presenca de
valinomicina. A valinomicina ¢ um iénoforo (molécula com elevada solubilidade em
lipidos, que permite o transporte de ides através da membrana celular) de K', que
aumenta a permeabilidade da membrana ao K'. Para concentragdes elevadas de K™ no
meio extracelular o Ay, deve ser proximo de zero. Desta forma, a adicdo da
valinomicina ndo altera o Ay, mas leva sim ao colapso do Ay, devido ao

desacoplamento da cadeia de transporte de electroes associado a fosforilagao oxidativa.
[49,71,87-93]
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Figura 2.10: Captacio celular por milhdo de células do complexo *™Tc-DMEOP na linha
celular MCF-7, em solugdes tampdo (pH=~7,4) com diferentes concentragdes de K* e ainda na

presenga da valinomicina, ao fim de 1 h.

Observou-se que a medida que a concentragdo do ido K™ no meio extracelular
aumenta, a captacdo do complexo diminuiu cerca de 15%, de 8.17% + 0,75 para 6.92%

+ 0,48. Com a adi¢ao da valinomicina o efeito observado ¢ a redugdo da taxa de

captagdo para quase metade da taxa observada para 5 mM, de 8,17% + 0,75 para 4,46%
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+ (0,36. Esta observagdo sugere que o Ay, ¢ também um factor importante na captacao
celular deste complexo.

Numa segunda fase realizaram-se ensaios em que foram efectuados estudos de
captacao celular em meio de cultura com os idnoforos nigericina, ubaina ¢ com o CCCP
(carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona), com o objectivo de avaliar a contribui¢do do
Ayp e do Aym na captagdo do complexo.

A nigericina permite a substituicio electricamente neutra do K' por H,
conduzindo ao colapso do gradiente de H' da membrana mitocondrial interna e &
hiperpolarizagdo da mesma. Este iondforo causa também a hiperpolarizagao da
membrana plasmatica. ** Juntamente com a nigericina, adicinou-se ubaina ao meio de
cultura com o intuito de eliminar a hiperpolarizagdo da membrana plasmatica, pois
inibindo o mecanismo de transporte activo associado & bomba Na'/K', ocorre um
aumento da concentracdo intracelular de Na' e a alteracio da permeabilidade da
membrana plasmatica a ides. >

O inibidor CCCP inibe a fosforilacdo oxidativa, por desacoplamento do
gradiente de protdes ao longo da membrana mitocondrial interna, consequentemente
conduz ao colapso do potencial de membrana mitocondrial. 7

Amiloride, cloroquina e quinacrina t€ém como principal ac¢do a inibir a
acidificagdo. Amiloride tem como principal campo de ac¢do os canais de Na™ que sdo os
responsaveis pelo transporte dos ides Na'/H' /K" inibindo a isoforma da bomba de
Na'/H". "**! Cloroquina e quinacrina a sua ac¢io é ao nivel dos canais cationicos de
Ca”™ e Na” da membrana plasmatica, o que altera a cinética de penetragdo por exemplo

1 . r 7
%' A cloroquina para além de actuar ao nivel dos

+ . .
do K* para o meio intracelular. |
canais catidnicos também promove a plasmolise, ou seja a saida de H,O para meio

extracelular.
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Figura 2.11: Percentagem de captagdo celular do complexo **"Tc-DMEOP na linha celular
MCF-7 relativamente ao controlo, apds incubagdo de 1 hora com ubaina, ubaina+nigericina e

nigericina

A adi¢do da nigericina (Figura 2.11) diminuiu acentuadamente a captacao
celular cerca de 70% relativamente ao controlo. Este resultado ndo se encontra dentro
do esperado, pois o efeito combinado da hiperpolarizagdo mitocondrial e da
hiperpolarizagdo da membrana plasmatica deveria levar a um aumento da captagdo do
complexo.

Na presenca de nigericina, a adi¢gdo da ubaina, que elimina apenas a
hiperpolariza¢cdo da membrana plasmatica, levou a uma diminui¢do da captacio celular
de cerca de 96% relativamente ao controlo. Quando foi apenas adicionada ubaina
também se verificou uma redu¢do na captagdo celular relativamente ao controlo em

cerca de 30%.
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Figura 2.12: Percentagem de captagdo celular do complexo *"Tc-DMEOP na linha celular

MCEF-7 relativamente ao controlo, ap6s incubagdo de 1 hora com CCCP 5 uM e 10 uM.

A adi¢ao de CCCP numa concentragdo de 5 uM levou a uma diminui¢do da
captagdo celular em cerca de 47% relativamente ao controlo e a adigdo de 10 uM levou
a uma reducdo na captacdo celular em cerca de 41%, o que € consistente com o facto de
existir contribui¢do do Aym na captagdo celular do composto (Figura 2.12).

Os modeladores, amiloride cloroquina e quinacrina, apresentaram taxas de
captagdo aproximadamente idénticas as do grupo de controlo, ndo se revelando

importantes neste estudo apesar das suas propriedades.

2.2. Estudos in vivo em pequenos roedores

Apos os estudos de avaliacdo da captacdo em linhas celulares em cultura (in
vitro), procedeu-se ao estudo em modelos animais (pequenos roedores), onde € possivel
obter informacao relativamente a biocinética dos complexos num modelo biologico com
as interagdes complexas inerentes a um sistema vivo em pleno funcionamento.

Estes estudos permitem obter informacdo sobre o perfil farmacocinético dos

complexos em estudo através da sua distribui¢do nos 6rgdos principais em fun¢do do
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tempo pds-administragdo assim como da determinacdo das taxas de fixa¢do e de
eliminagdo da circulacdo sanguinea e dos 6rgdos 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 biodistribui¢do, desenvolveu-se um
modelo de xenotransplante em ratinhos fémea imunodeficientes da estirpe BALB/c
nu/nu da Charles River (Figura 2.13), Esta ¢ uma estirpe adequada para a inducdo 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
inoculacdo subcutanea de uma suspensao celular na regido dorsal dos ratinhos (tal como
se descreve na sec¢do 4.3.1) com 5 a 6 semanas de idade e com peso variavel na ordem
dos 12 g - 14 g. Apds 3 a 4 semanas os tumores tornaram-se bem evidentes permitindo a
realizagdo dos ensaios de biodistribui¢ao. 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 manipulacio
dos ratinhos foram realizados por investigadores e técnicos devidamente acreditados e
de acordo com a legislagdo europeia em vigor que estabelece as normas éticas de

proteccao e bem estar animal durante toda a experimentagao.

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

semanas apos inoculagao.
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2.2.2. Biodistribuicao e captacio tumoral

A biodistribui¢ao foi realizada, como referido anteriormente, em ratinhos fémea
imunodeficiente BALB/c nu/nu, por administragdo endovenosa na veia da cauda do

#MTc.TMEOP, nos quais foram previamente induzidos

complexo radioactivo
xenotransplantes das linhas celulares MCF-7, MCF-7 Pgp e¢ MDA-MB 231.
Efectuaram-se os estudos de biodistibuicao 1 hora e 4 horas apos injecdo do composto.

Os resultados destes ensaios foram comparados com os dados obtidos de ensaios
de biodistribuigdo anteriores realizados nas mesmas condi¢des experimentais, em
animais da mesma estirpe sem tumor. Com o complexo ~"Tc-DMEOP efectou-se
apenas um ensaio preliminar num ratinho com tumor induzido com células MCF-7, 1
hora apds administracdo. Estes estudos permitiram a determinagdo das taxas de fixacao
e depuragdo nos varios 6rgaos e tecidos, incluindo a corrente sanguinea e os tecidos
muscular e 6sseo, a velocidade de excregao total, assim como a identificacao das vias de
excre¢ao responsaveis pela eliminagdo dos complexos e também a sua possivel
afinidade para os 6rgdos alvo, ou seja para o tumor e o coracdo. Estes pardmetros sdo de
elevada importancia na avaliagdo do potencial interesse destes novos complexos para a
detecgdo e monitorizagdo tumoral.

Os resultados da biodistribui¢do foram calculados em percentagem de dose
injectada por grama de orgdo (%DI/ g orgdo) e os resultados da excrecdo em
percentagem de dose injectada (%DI).

Os graficos que se seguem representam os resultados dos ensaios de
biodistribui¢do 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 apds

administracio do complexo *°™

Tc-TMEOP. Encontram-se também representados na
forma grafica os resultados obtidos para a excrecdo (Figura 2.18) total e as razdes
tumor/sangue e tumor/musculo (Figura 2.19). O grafico com as razdes tumor/sangue e

tumor/musculo incluem também o estudo com o complexo **™Tc-DMEOP.
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Figura 2.14: Biodistribui¢do do complexo *"Tc-TMEOP (%DI/g orgdo) apés 1 ¢ 4 horas nos

ratinhos inoculados com células MCF-7.
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Figura 2.15: Biodistribui¢do do complexo *™Tc-TMEOP (%DV/ g orgdo) apos 1 e 4 horas nos

ratinhos inoculados com células MCF-7 Pgp.
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Figura 2.16: Biodistribui¢do do complexo *™Tc-TMEOP (%DI/g orgio) apds 1 e 4 horas nos
ratinhos inoculados com células MDA-MB 231.

20,0
15,0 1
=]
m
: |
- 10,0
=
a
ES
5.0
0,0 +
© 2 o o ) o & © © 0
& & Qj?’{\ QJJ“"Q d@{" ‘}6@ « k)"& o ,0{&%
il < \& o Q @ ((\‘} c(,‘-:\‘
milh mah &

Figura 2.17: Biodistribuicdo do complexo *™Tc-TMEOP (%DI/ g orgdo) apos 1 e 4 horas nos

ratinhos sem tumor induzido.
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A andlise dos resultados dos diversos ensaios realizados revelam um perfil de
distribuicdo que apresenta a mesma tendéncia, uma depuracdo sanguinea relativamente
rapida e uma elevada fixagdo cardiaca, tal como esperado dos resultados anteriormente
descritos para estes complexos em modelos animais saudaveis tanto de rato como de

ratinho. !

%] Esta elevada captagio estd directamente relacionada com o caracter
catidénico e lipofilico destes complexos. Para além da fixacdo cardiaca observou-se
ainda uma acumulagdo radioactiva dos 2 compostos estudados nos orgdos relacionados
com as principais vias de excregao (figado, intestinos e rins). Relativamente a estas vias
observou-se uma contribuicdo importante da via de eliminacdo renal, evidente na
percentagem de radioactividade no rim a 1 hora e que diminui as 4 horas embora se
observe também o envolvimento da via hepatobiliar uma vez que se detecta fixacdo ao
nivel do figado que rapidamente passa para os intestinos. Pelos dados representados
graficamente e pela analise da tabela 2.2 (apresentada a seguir) pode afirmar-se que uma
fraccdo dos complexos é rapidamente captada pelo figado sendo depois eliminada pelo
intestino. Observa-se também alguma acumulagdo de actividade no estomago 1 h apds
administracdo dos complexos que diminui as 4 horas sugerindo que os complexos sdo
estaveis a reoxida¢do in vivo.

Relativamente a fixa¢do tumoral as percentagens médias de fixagdo do *™Tc-
TMEOQOP sdao muito semelhantes nos ratinhos com xenotransplantes induzidos pelas
diferentes linhas celulares e sempre inferiores a 2,5%. Estas percentagens diminuem
pelo menos para metade as 4 horas indicando que os complexos ndo conseguem
acumular-se nas células tumorais. A maior percentagem a 1 hora pode ser consequéncia

da maior actividade na circulagdo sanguinea. Do ensaio com o complexo c-

DMEOP a percentagem de fixagao ¢ ligeiramente superior a observada para o complexo
#"Tc-TMEOP nas mesmas condigdes 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
glicoproteina-P, responsavel pelo efluxo de fidrmacos, apresenta valores médios de
captagdo do complexo *™Tc-TMEOP (Figura 2.15) semelhantes aos tumores induzidos
pelas células MCF-7 que ndo expressam esta proteina o que sugere que nestes modelos

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

observado nos ensaios de captacao nas linhas celulares in vitro.
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Tabela 2.2: Resultados de biodistribuigio e excregdo total dos complexos **"Tc-TMEOP e **"Tc-DMEOP, expressos em %DI/g orgdo e %DI,

respectivamente.
#mT e TMEOP #mTe-DMEOP

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

Orgao
1h 4h 1h 4h 1h 4h 1h
Sangue 1,51 + 1,19 0,17 + 0,02 1,62 = 1,58 032 + 0,06 0,48 + 0,05 035 + 0,10 0,35
Figado 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 + 031 8,03 + 0,51 11,73 + 2,04 1031 + 1,17 7,56
Bago 125 + 026 0,73 + 0,01 1,56 + 0,26 0,60 + 0,11 1,67 + 0,44 1,45 + 0,40 1,25
Coragio 19,40 + 1,07 1057 + 1,84 | 22,74 + 3,60 13,06 + 3,08 | 22,10 + 9,99 | 23,04 + 0,14 13,69
Pulmio 3,66 + 0,13 0,79 + 0,15 294 + 1,84 097 + 0,23 3,77 £ 1,35 2,67 £ 0,97 2,04
Rim 1444 + 147 568 + 1,03 16,38 + 0,76 6,65 + 0,03 1595 + 0,99 844 + 1725 19,75
Musculo 484 + 0,90 2,57 £ 0,26 4,07 + 0,83 2,54 + 0,14 544 + 268 6,37 + 1,78 2,43
Fémur-Osso 443 + 057 1,85 = 0,17 332 + 0,33 2,16 + 0,61 450 + 221 432 + 1,66 2,56
Estémago 3,09 + 0,09 1,45 + 0,52 3,40 + 0,38 226 + 0,01 474 + 0,62 324 £ 0,29 5,25
Tumor 1,79 + 049 0,71 + 0,54 233 + 0,52 0,86 + 0,59 1,90 + 0,66 1,01 = 0,62 2,76
Excregdo (%DI) 10,70 + 231 4830 + 6,15 10,70 = 1,84 [ 36,60 + 2,67 11,05 £ 238 | 3520 = 2,18 17,54
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A fixacao nos diversos tecidos e orgaos diminui de um modo geral do periodo de
1 hora para as 4 horas, consequentemente a excrecao 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 excre¢do embora aumentando com o tempo pos-

administracao ¢ moderada, consequéncia do envolvimento do tracto hepatobiliar.

60,0
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Figura 2.18: Excrecdo total do complexo =~ "Tc-TMEOP nos ratinhos inoculados com as linhas

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

administracao.

De seguida apresenta-se também o grafico (Figura 2.19) com as razdes de
radioactividade tumor/sangue e tumor/musculo dos 2 complexos em estudo para os

modelos animais com tumores induzidos com diferentes linhas tumorais.
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Figura 2.19: Razdes de radioactividade tumor/sangue e tumor/miisculo dos complexos *™Tc-
TMEOP e *™Tc-DMEOP para os ratinhos inoculados com as linhas tumorais MCF-7, MCF-7
Pgp e MDA-MB 231, 1 e 4 horas apds administragao.

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

99m

a percentagem de ~~ Tc-TMEOQOP excretada ¢ semelhante nos modelos animais com os

diversos tumores induzidos a 1 hora e as 4 horas (Figura 2.18). O ensaio realizado com
99
o complexo ™

(17,54%) quando comparado com o PmTe TMEOP (10,70% + 2,31) para 0 mesmo

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

periodo de tempo (1 hora) sugerindo uma taxa de eliminacao mais rapida o que melhora
o perfil de biodistribui¢do do complexo para diagnostico.

As razdes de radioactividade tumor/sangue e tumor/musculo apresentadas no
grafico da Figura 2.19, sdo relativamente reduzidas. No entanto observam-se algumas

diferencas para o composto oom

Tc-TMEOP, principalmente na razdo tumotr/sangue ao
fim de 1 hora que varia entre 1,19 e 3,96. Estas razdes aumentam as 4 horas devido
essencialmente & depuragio sanguinea. Relativamente ao **"Tc-DMEOP, esta razdo é
mais elevada mas o resultado tem de ser validado com novos ensaios envolvendo maior
nimero de animais.

A razdo de radioactividade tumor/musculo ¢ muito baixa para todos os modelos

de xenotransplante situando-se abaixo de 1.
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2.3. Estudos de avaliacao da expressao de proteinas de MDR

Nestes estudos recorreu-se a técnica de western blot para a deteccdo de proteinas
em homogenatos de células ou em extractos de tecidos bioldgicos. Esta técnica permite-
nos avaliar a expressdo de proteinas envolvidas na resisténcia das células a multiplos
farmacos. Nos estudos efectuados a nossa atencao focou-se numa destas proteinas
responsavel pelo efluxo de drogas e presente ou sobre-expressa em células de origem
tumoral, a glicoproteina-P. De modo a verificar se esta proteina se encontrava presente
em algumas das linhas celulares utilizadas para os estudos de captacdo in vitro, assim
como em extractos dos tumores induzidos nos ratinhos, utilizou-se um anticorpo
especifico para a glicoproteina-P.

De forma a separar as proteinas (previamente desnaturadas) de acordo com a sua
massa, esta técnica recorre a electroforese em gel de acrilamida (ver sec¢ao 4.4.3).
Posteriormente as proteinas sao transferidas para uma membrana de nitrocelulose, onde
a proteina alvo ¢ identificada utilizando os anticorpos especificos. De modo a avaliar a
expressao desta proteina relacionada com a resisténcia a multiplos farmacos utilizaram-
se os homogenatos das linhas celulares MCF-7, MCF-7 Pgp ¢ MDA-MB 231 utilizadas

para a inoculag@o 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.
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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 analise destes resultados nota-se a auséncia da banda correspondente a Pgp
no homogenato celular da linha celular MCF-7 Pgp. Esta auséncia podera 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-4 dever ao excesso de proteina
adicionado no caso dos extractos tumorais ou entdo excesso de anticorpo especifico. A
grande maioria dos extractos apresenta uma banda na regido correspondente a massa
molecular da Pgp (170 kDa).

Os homogenatos celulares ndo apresentaram bandas para a Pgp, enquanto todos
0s extractos tumorais apresentaram as bandas correspondentes a expressao dessa

proteina.
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3. Discussio geral e conclusodes

Estes estudos tiveram como objectivo o estudo biologico in vitro € in vivc

9mTe(I) com carédcter catidnico e lipofilico para a avaliagdo do seu

dois complexos de
potencial interesse clinico no diagndstico tumoral e como sondas para a avaliagdo do
fenotipo de resisténcia a multiplos farmacos.

Assim o plano de trabalho foi definido essencialmente em 2 fases onde a
primeira foi dedicada aos estudos in vitro, nomeadamente estudos de captagdo dos
complexos em vdrias linhas celulares, assim como estudos com recurso a modeladores
dos potenciais membranares para elucidar os mecanismos de captacao envolvidos.

A segunda fase foi dedicada aos estudos in vivo, com os estudos de
biodistribui¢do em ratinhos nude mice. Por fim foi realizada a avaliagdo da expressao da
proteina de efluxo glicoproteina-P em homogenatos das células e em extractos dos
tumores isolados dos ratinhos.

Na primeira fase utilizaram-se varias linhas celulares tumorais humanas assim
como uma linha ndo tumoral como referéncia.

Relativamente as linhas tumorais, os estudos de captagdo demonstraram que a
linha MDA-MB 231 ¢ a que apresenta os valores mais elevados de captagdo para os
complexos utilizados neste trabalho.

As linhas celulares MCF-7 Pgp e A-2780 cisR, tal como j4 era esperado devido
as suas propriedades, apresentaram as mais reduzidas taxas de captacdo quando
consideramos apenas os 2 complexos > "Tc-TMEOP e **™Tc-DMEOP. A primeira linha
celular, porque sobre-expressa uma proteina responsavel pela resisténcia a multiplos
farmacos, dando origem ao efluxo dos referidos compostos. A segunda linha apesar de
ser resistente a cisplatina parece também originar o efluxo destes compostos.

99m.

Os compostos utilizados actualmente na pratica clinica =~ Tc-Tetrofosmina e

#MT¢-Sestamibi para estudos perfusdo do miocardio apresentaram de um modo geral as
mais reduzidas taxas de captacdo para as linhas celulares em que foram testados
juntamente com os 2 compostos até agora referidos. Salienta-se ainda que existiu uma
excepgdo pois o * "Tc-Sestamibi apresenta taxas de capta¢io médias para a linha celular

PC-3.
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Estes estudos revelaram que o PMTe-TMEOP ¢ o *™Tc-DMEOP apresentaram
taxas de captacdo mais elevadas em relagdo aos outros 2 compostos utilizados (nas
mesmas linhas celulares).

Comparando o *’™Tc-TMEOP e o *™Tc-DMEOP, verificou-se que o primeiro
apresenta as taxas de captacio mais elevadas. Nesta fase 0 **"Tc-DMEOP apresenta-se
com o maior potencial relativamente ao objectivo deste trabalho.

Salienta-se ainda que nestes estudos os desvios padrdo em alguns casos sdo
bastante elevados. Isto foi devido ao procedimento experimental que poderia ser
melhorado com o recurso a um polimero que permite uma melhor fixacao das células,
impedindo que durante o processo de remog¢do do meio de cultura sejam removidas.

Os ensaios em que se estudou o efeito na captacdo celular da variagdo de
concentracdes de K assim como com a adicdo do idnoforo valinomicina, revelaram a
importancia do potencial de membrana plasmatica,

Relativamente aos mecanismos de captacdo, quando se utlizaram solugdes com
concentracdes de SmM, 60 mM, 120 mM de K e 120 mM + valinomicina, observou-se
um decréscimo na captagdo do complexo com o aumento da concentragao de potassio.

Para a concentragio de K* 120 mM + valinomicina, a presenca deste iénoforo
tem como efeito o aumento da permeabilidade da membrana plasmatica ao K. Como
para concentragdes mais elevadas de K™ no meio extracelular o potencial de membrana
plasmatica reduz-se para valores proximos de zero, a valinomicina ird originar um
colapso no potencial de membrana mitocondrial devido ao desacoplamento do sistema
de transporte de electrdoes e consequente inibigdo da fosforilacdo oxidativa. Isto origina
o colapso do potencial de membrana mitocondrial reflectindo-se nos valores de
captacdo que foram reduzidos para cerca de 50% relativamente aos valores normais, ou
seja, relativamente aos valores para a concentragio de 5 mM de K.

Seguidamente foi feita a alteragdo dos potenciais membranares, através da acc¢ao
dos moduladores nigericina e ubaina. A nigericina € responsavel pela hiperpolarizagao
das membranas mitocondrial e plasmatica, através da substitui¢do electricamente neutra
do K" por H'. Desta forma seria de esperar um aumento na captagdo do complexo
relativamente ao controlo, mas, ao contrario, verifica-se uma diminui¢cdo acentuada.
Esta diminui¢do sera possivelmente devida a um problema experimental que levou a

utilizacao de uma concentracao de nigericina inferior a prevista teoricamente.
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Em paralelo com a nigericina, as células MCF-7 foram também incubadas com
ubaina. Este i6bnoforo actua como inibidor do mecanismo de transporte activo associado
4 bomba Na'/K' aumentando a concentracdo intracelular de Na' e alterando a
permeabilidade da membrana plasmatica a ides. Os valores de captacdo obtidos nas
células incubadas exclusivamente com ubaina foram inferiores aos do controlo o que ¢
aceitavel.

As células foram ainda incubadas simultaneamente com nigericina e ubaina, de
forma a ubaina eliminar a hiperpolarizagdo da membrana plasmatica causada pela
nigericina. Os valores de captacao celular sofreram uma reducao muito acentuada (cerca
de 94% relativamente ao controlo), contudo este valor pode estar afectado pela
concentragdo de nigericina utilizada no ensaio. De acordo com a bibliografia, o
esperado seria que nos ensaios realizados com nigericina ocorreria um aumento da
captacao celular do complexo, que diminuiria com a adi¢cao de ubaina. Assim os valores
de captagdo quando se utilizou conjuntamente nigericina ¢ ubaina deveriam situar-se
entre os obtidos para o controlo e apenas com nigericina.

Por ultimo as células foram incubadas com duas concentracdes diferentes de
CCCP, 5uM e 10 pM. O CCCP funciona como inibidor da fosforilacdo oxidativa,
induzindo o colapso do potencial da membrana mitocondrial, através do
desacoplamento do gradiente de protdes na membrana mitocondrial interna. A
introducdo deste idnoforo resultou numa diminui¢do dos valores de captacdo celular, o
que confirma a importancia do potencial da membrana mitocondrial na captagdo do
composto. No entanto, com o CCCP a 5 uM e 10 uM, seria de esperar uma diminuig@o
da captacdo com o aumento da concentracdo, mas esta apresenta valores bastante
semelhantes para as 2 concentracoes.

Os estudos efectuados na presenca dos diferentes ionoféros mostraram que a
captagdo celular ¢ influenciada por alteracdes dos valores de Ayp e Aym, verificando-
se um forte contributo do Aym na captacdo e reten¢do celulares deste complexo em

células MCF-7.

Os estudos de biodistribuicio dos complexos **"Tc-TMEOP ¢ *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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saudaveis, os complexos apresentaram uma elevada fixacdo cardiaca devida ao seu
caracter cationico e lipofilico, uma rapida depuracdo da maioria dos 6rgaos incluindo
sangue e musculo e uma moderada excrecdo da radioactividade total, que envolve
simultaneamente as vias de eliminagdo renal e hepatobiliar.

Relativamente a captagao tumoral, os ratinhos inoculados com a linha celular
MCEF-7 Pgp apresentaram percentagens de fixagio tumoral do **™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 %DIl/g tumor). Os ratinhos
inoculados com a linha MDA-MB 231 apresentaram uma captacdo de 1,90% + 0,66 em
%D/g tumor. No entanto ao fim de 4 horas apds a administracdo a percentagem de
actividade localizada no tumor diminui cerca de 2 a 3 vezes em qualquer dos modelos
animais.

O *™Tc-DMEOP apresentou nos ratinhos inoculados com a linha MCF-7 um
valor de captagdo mais elevado (2,76 em %DI/g tumor) quando comparado com o

obtido para a mesma linha com o ™

Tc-TMEOP ao fim de 1 hora pelo que este estudo
preliminar devera ser validado por experiéncias com um maior nimero de ratinhos com
xenotransplantes.

Dos estudos de biodistribuicdo sobressai o comportamento biologico do

M1 TMEOP, nos ratinhos inoculados com as 3 linhas celulares estudadas

complexo
(MCF-7, MCF-7 Pgp e MDA-MB 231), que revelaram uma fixa¢do muito elevada no
coracdo, confirmando o seu potencial para efectuar estudos de perfusdo cardiaca, tal
como com o *"Tc-DMEOP que apresenta resultados semelhantes. Devido ao facto do
coragdo possuir grandes necessidades energéticas, as células cardiacas t€ém em média
um nimero mais elevado de mitocondrias, que explica a elevada fixagdo dos complexos
neste orgdo. No entanto a expectativa de obter um complexo *™T¢ catiénico e lipofilico
util para deteccdo tumoral ndo foi concretizada devido a reduzida fixacao e retencao no
tumor. Consequentemente as razdes de radioactividade tumor/6rgdos circundantes,
essenciais para um bom agente para visualizacdo de tumores também foram muito

baixas. Por outro lado o complexo **™

Tc-TMEOP também ndo demonstrou capacidade
para detectar o fenotipo de resisténcia a multiplos farmacos devido & expressdao da
glicoproteina-P uma vez que nao se observou diminui¢ao na percentagem de complexo
acumulado nos tumores induzidos por linhas celulares com sobre-expressao desta

proteina.
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Os estudos através da técnica de western blot para a avaliagdo da expressdo da
Pgp revelaram que esta se encontra presente em quase todos os extractos dos tumores
analisados, o que poderd explicar as percentagens de fixacdo mais reduzidas dos
compostos estudados.

0 *™Tc-DMEOP apresenta-se como o complexo mais promissor pois foi o que
apresentou as mais elevadas taxas de captacdo em todas as linhas celulares nos estudos
in vitro, assim como a fixacao tumoral mais elevada nos estudos efectuados em ratinhos

nude.
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4.1.1. Condicao de manipula¢io de compostos de Pmre

Todos os compostos radioactivos foram manipulados de acordo com as regras de
protec¢ao e seguranca radioldgica, na presenca de aparelhos de deteccdo de radiagao,
em laboratorios com sistemas de ventilagdo adequada e com pressdo negativa
relativamente ao exterior. Foram utilizados contentores de chumbo com a espessura
apropriada, para a manipulacdo dos frascos contendo solucdes radioactivas, com o
objectivo de proteger os operadores da radioactividade emitida. Todas as manipulagdes
foram efectuadas com luvas de proteccdo, 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
radiacdo individuais, de peito e extremidades, para a rastreabilidade da dose de radiagao

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

4.1.2. Sintese do Precursor fac-[”™Tc(H,0)3(CO);]*

99m

O pertecnetato de sodio (Na[~ TcOg]) utilizado foi obtido através da eluicao de

gerador %Mo/ *™T¢ (Elumatic, Suica).

Kit Isolink

Para a preparacio dos complexos de *™Tc utilizou-se o precursor ~ "Tc-
tricarbonilo, preparado a partir de um kit disponivel na forma de liofilizado: kit Isolink
(Mallinckrodt, Holanda), com a seguinte composi¢do: 4,5 mg de boranocarbonato de
sodio; 2,85 mg de tetraborano de sodio 10.H,O; 8,5mg de tartarato de sdédio 2.H,O e
7,15mg de carbonato de sddio.

A sintese do precursor foi realizada pela adi¢do ao kit Isolink de
aproximadamente 2 mL de eluido do gerador de *’Mo/”™Tc, sob a forma de
pertecnetato de sodio (adicao efectuada sob atmosfera de azoto).

A reaccdo decorreu numa placa de aquecimento a 100°C, durante 30 minutos. De

seguida acertou-se o pH a 4, com uma solucdo de acido cloridrico 1M. A pureza
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radioquimica do percursor fac-[*""Tc(H,0)3(CO);]", foi controlada por HPLC com uma

coluna de fase reversa, sob as condi¢des descritas na tabela 4.1.

Tabela 4.1: Gradiente de eluigdo utilizado na analise por HPLC.

Gradiente de eluido utilizado na avaliagdo da pureza radioquimica por HPLC dos complexos i

Tempo (min) % A (TFA 0,1%) | % B (MeOH] Perfil Cromatografico do método utilizado

30 100 0 100 4 e
31 T EY LS . e

[} '.o°. :
50 7 R |

g 50 i
91 Bt | 5% | 1 | ..
20’0 660 345100 & 25 4 :. ---------------- . § ...... MeOH
2,0 0 100 0 : -
1 ST 0 3 6 9 1 15 18 A U W W

Tempo (min)

300 100 0

4.1.3. Sintese e caracterizacio dos complexos "Tc-TMEOP e

Pmre.DMEOP

A preparagdo dos complexos ~"Tc-TMEOP e *™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 pL do percursor. A reaccdo de

99
"Tc-

formagao dos complexos foi realizada a 100°C,pH 4 durante 30 e 45 min para o
TMEOP e *™Tc-DMEOP respectivamente. A avaliagdo da pureza radioquimica dos
complexos foi efectuada por HPLC, recorrendo a uma coluna de fase reversa, tal como
na preparacao do percursor.

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

condi¢des reaccionais de marcagdo para a obtencao dos mesmos.
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Tabela 4.2: Condicdes experimentais de sintese dos complexos **"Tc-TMEOP e *™Tc-

DMEOP e os seus tempos de retengao. [86]

Complexo Rendimento [Ligando]/M Tempo T/°C tg
% (min)

#"Tc-TMEOP >98 5x107 30 100 23

#"Tc-DMEOP 96 1x10° 45 100 22

Os complexos *™Tc-Tetrofosmina e ~"Tc-Sestamibi, foram gentilmente
cedidos pela unidade de Medicina Nuclear do Hospital de Santa Maria, onde foram

preparados.

4.2. Estudos de captacao celular

4.2.1. Linhas celulares

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

1) Adenocarcinoma da mama, MCF-7,
i1) Adenocarcinoma do ovario MDA-MB-231,

111) Adenocarcinoma da prostata PC-3,

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

iv) Adenocarcinoma da mama com sobreexpressao da P-glicoproteina, 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,

vil)  Carcinoma do ovario A-2780 e A-2780 cisR (resistente a cisplatina),

adquiridas na FEuropean Collection of Cell Cultures (ECACC, Londres, Reino
Unido);
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viii)  Células embrionarias do rim humano, HEK, adquiridas na FEuropean

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

4.2.2. Cultura e manutencao 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 pg/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 humida com 95% de ar
e 5% de CO; 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 manutencdo e propagacdo 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. Apds esta incubagdo, adicionaram-se 3
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mL de meio de cultura de forma a inactivar a tripsina. As células foram entao
transferidas para outro frasco de cultura ao qual se adicionou mais meio para
crescimento da cultura, ou usadas para ensaios de captagdo, apds a contagem de células

e determinagao de viabilidade.

4.2.3. Estudos de captacao celular

Todas as células utilizadas nos ensaios de captagdo celular encontravam-se em
fase de crescimento logaritmico. A contagem de células, que precedeu os estudos de
captagdo, foi realizada logo apds a tripsinizagdo e inactivacdo com meio. Para
determinagdo da viabilidade celular recorreu-se ao método de exclusdao com azul
tripano.

Adicionaram-se 25uL de azul tripano 0,4% (Sigma Chemical, St Louis, EUA),
ao mesmo volume de suspensao celular. Esta suspensao corada foi entdo colocada numa
camara de Neubauer ¢ observada num microscopio optico. Este método tem como
principio a entrada do corante apenas nas células ndo vidveis, devido a possuirem a
membrana danificada. Estas células coram de azul, enquanto as viaveis permanecem
ndo coradas. A viabilidade expressa-se em percentagem de células ndo coradas
relativamente ao numero total de células.

Uma vez efectuada a contagem e determinacdo da viabilidade celular, foram
preparadas suspensoes celulares nos respectivos meios de cultura, com concentragdes de
1,5 x 10>-2,0 x 10° células/mL As suspensdes resultantes foram de seguida distribuidas
por placas de 24 pogos (500 uL/pogo), tendo sido incubadas por um periodo de
aproximadamente 24 h, em estufa com atmosfera himida 95% ar e 5% de CO,, a 37 °C,
antes da realiza¢do dos ensaios de captacgao celular.

Os estudos de captagdo dos complexos radioactivos foram efectuados apos
remo¢ao dos meios de cultura, seguida da incubagdo dos complexos diluidos nos
respectivos meios (~37 kBg/mL) nas linhas celulares escolhidas. Os periodos de
incubacdo foram de 15 min, 30 min, 45 min, 1 h, 2h ¢ 3 h, a 37 °C e sob atmosfera
himida de 5% COs,.

Apos cada periodo de incubagdo, removeu-se o meio de cultura e as células lavadas com

500 pL de PBS, mantido num banho com gelo (4°C), sendo de seguida lisadas com 500

65



uL de uma solugdo NaOH 1M. Recolheram-se os lisados celulares e a sua actividade foi
medida num contador gama (Berthold, LB2111, Germany). Realizaram-se 4 replicados

(quatro pogos) para cada tempo de incubagao.

Para o calculo da % de captacdo celular, recorreu-se a seguinte expressao:

%% Cantacio celular - Actividade medida no lisado celular (cpm) 100
o Laptagao celular = Actividade total (cpm) i

Recorrendo aos dados obtidos experimentalmente, tragaram-se as curvas de %

captagdo (por milhdo de células) versus tempo de incubagao.

4.2.4. Alteracao do potencial de membrana plasmatica e do potencial

de membrana mitocondrial

Para estes ensaios utilizou-se a linha celular MCF-7, tendo-se recorrido a
protocolos descritos na literatura. 7"*%*!1 Efectuaram-se estudos de captagio celular
em solugdes tampdo a diferentes concentragdes de K (5, 60, 120 mM). Considerou-se
como concentracdo normal extracelular (i.e. no meio de cultura) 5 mM de K. [0:1%2]
Para a concentragdo de 5 mM de K, preparou-se uma solugdo tampdo com a seguinte
composicao (mM): NaCl (145), KCI (5.,4), CaCl, (1,2), MgSO;4 (0,8), NaH,PO4 (0,8),
dextrose (5,6), HEPES (5) e 1% (v/v) de soro bovino fetal com um pH no final de 7.4.

Na preparacgdo das solugdes de 60 ¢ 120 mM de K", substituiu-se o NaCl por
aspartato-K ', na concentragdo pretendida de modo a evitar a intumescéncia citosolica e
mitocondrial. *” Nestas solugdes a concentracio de Ca®" foi ainda diminuida para 0,1
mM e o CI' foi mantido a uma concentracdio de 20 mM. As solugcdes stock de
valinomicina, nigericina, ubaina, amiloride, cloroquina, quinacrina e CCCP foram
preparadas em DMSO.

Para os estudos de captagdo celular removeu-se o meio de cultura e as células
foram incubadas sob atmosfera himida 95% ar e 5% CO, em diferentes condi¢des

experimentais (ver Figura 4.1).
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Na placa 1, as células foram incubadas com o complexo em estudo diluido nas
solugdes tampao com as diversas concentragdes de K (5, 60, 120 mM) (pogos 1-3) num
volume total de 500 uL. Ao poco 4 adicionou-se valinomicina (SuL, de modo a que a
percentagem de DMSO ndo excedesse 1%), juntamente com 500 pL. do complexo na
solugdo tampao com a concentracio de K™ de 120 mM. Apés o periodo de incubagio,
procedeu-se tal como foi descrito na sec¢do 4.2.3, para se efectuar a medigdo da
actividade num contador gama.

Os modeladores valinomicina, nigericina, ubaina, amiloride, cloroquina,
quinacrina ¢ CCCP foram diluidos em meio de cultura contendo o complexo *™Tc-
DMEOP e adicionados as células durante 1 hora (placas 2 e 3).

Foram utilizados 5 uL (de forma a que a percentagem de DMSO nido excedesse
1%) de solugdes de ubaina (100 uM), ubaina + nigericina (100 uM + ~1,3 puM),
nigericina (~1,3 uM), CCCP (5 uM e 10 uM), amiloride (100 uM), cloroquina (100
uM), quinacrina (1 pM). Apds a incubagdo, procedeu-se da forma que foi descrita
anteriormente para os ensaios de captacdo. Podera ter ocorrido um erro experimental
que levou a utilizagdo de uma concentracdo de nigericina inferior a prevista

teoricamente.
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Figura 4.1. Esquematizago das condigdes experimentais utilizadas para os estudos de alteragdo

[F]]

do potencial de membrana plasmatica e mitocondrial.

.. 9
Na placa 1, adicionou-se o complexo *™

Tc-DMEOP nas respectivas solugdes: 1- Solugéo
tampdo K" 5 mM; 2 — Solugdo tampdo K™ 60 mM; 3 — Solucio tampio K+ 120 mM; 4 —
Solugio tampdo K™ 120 mM + valinomicina 0,9 uM.

Nas placas 2 e 3, o complexo ~"Tc-DMEOP foi adicionado ao meio de cultura, tendo-se
adicionado também as solu¢des de ubaina, ubaina + nigericina, nigericina, CCCP, amiloride,
cloroquina, quinacrina.

Placa 2: 1’ — controlo (meio cultura + *"Tc-DMEOP); 2’ — ubaina (100 uM); 3’ — ubaina +
nigericina (100 uM + ~1,3 uM); 4> — nigericina (~1,3 uM); 5> — CCCP (5 uM); 6’ — CCCP (10
uM)

Placa 3: 1’ — amiloride (100 uM); 2°° — cloroquina (100 uM); 3°’ — quinacrina (1 uM); 4°° —

controlo (meio cultura + *"Tc-DMEOP); 5°* — controlo (meio cultura + *"Tc-DMEOP).
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4.3. Estudos in vivo - biodistribuicao e fixacao tumoral
4.3.1. Modelos animais — inoculacio de ratinhos com linhas celulares

tumorais

Para os estudos de biodistribuicdo utilizaram-se ratinhos imunodeficientes da
estirne BALBC nu/nu, da Charles River. Os animais foram mantidos em gaiolas
ventiladas com filtro, manipulados numa camara de fluxo laminar ¢ mantidos com uma
dieta alimentar e dgua esterilizadas sem restrigdes.

Suspensdes de linhas celulares com viabilidade acima dos 90% (1x107 células)
num volume de cerca de 150 pL de uma mistura 1:1 de soro fetal bovino e “BD
Matrigel TM Basement Membrane Matrix” (BD Biosciences), foram administradas
subcutaneamente na regido dorsal de cada ratinho.

Os ratinhos foram convenientemente monitorizados, ou seja, pesados e o0s
tumores avaliados a cada 2 dias. Os tumores atingiram a dimensdo apropriada em média

ao fim de 4 semanas.

4.3.2. Ensaios de biodistribuicao

Os complexos *"Tc-TMEOP e *™Tc-DMEOP (1,85 — 9,25 MBq em 150 pL),
foram injectados na veia da cauda dos ratinhos com tumor induzido. Os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical apés 1 e 4 horas e a dose radioactiva
administrada, a radioactividade do animal sacrificado e da cauda, foram medidas numa
camara de ionizagdo (Aloka, Curiemiter IGC-3, Tokyo, Japan). A diferenga de
radioactividade no animal apds a injeccdo e no momento de sacrificio foi assumida
como devida a excregao total.

Os o6rgdos principais, bem como o tumor foram removidos, pesados € a sua
actividade medida num contador gama. A acumulagio de radioactividade nos tecidos foi
expressa em percentagem de dose injectada por grama de 6rgdo (% DI/g de 6rgdo) e
dose injectada por orgao (% DI/6rgao).

Estes estudos foram realizados em colaboragdao com a Doutora Lurdes Gano e

Elisabete Correia (IST/ITN).
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4.4. Western blot

4.4.1. Lise celular/tumoral

A lise das células foi efectuada utilizando o reagente “CelLytic — MT
Extraction” (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 solugdo de lise (de um modo geral utilizou-se 125 puL de CelLytic —
MT por 10°células). De seguida as células foram incubadas durante 15 min no gelo. Os
lisados celulares foram entao recolhidos e centrifugados 10 min a 14000 g a 4°C, tendo-
se recolhido o sobrenadante no final. Os lisados que iriam ser utilizados em ensaios
posteriores foram armazenados a -80 °C.

Para a lise tumoral, os tumores removidos durante os ensaios de biodistribuigao
(armazenados a -80 °C), 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 4°C, tendo-se recolhido o sobrenadante

de cada amostra, que foi armazenado a -80°C para os ensaios posteriores.

4.4.2. Quantificacao proteica

Para a quantificagdo das proteinas totais utilizou-se o kit DC “Protein Assay”
(Biorad, Hercules, California, EUA), baseado no método de Lowry modificado.
Utilizou-se como padrdo para a curva de calibragdo albumina de soro bovino ultrapura

(Biorad).

4.4.3. Western blot

O método de western blot foi utilizado para a avaliacdo dos niveis de expressao

da proteina 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 aliquotas das células inoculadas.

Aliquotas de extractos proteicos das células (100 pg) e dos lisados tumorais (50
ug) 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 a temperatura
ambiente com agitacdo 50 rpm com uma solu¢do de PBS suplementado com 0,1 % (v/v)
Tween20 (PBS-T), contendo 5 % de leite magro em pd, com o objectivo de bloquear os
locais ndo especificos de ligacdo. Apds este processo, a membrana foi entdo incubada
com o0s anticorpos - primarios especificos 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 °C. No dia seguinte as membranas
foram lavadas com PBS-T e incubadas durante 40 min, com o anticorpo secundario
(1:3000,IgG-HRP de cabra, Biorad). As membranas foram de seguida incubadas com o
kit “SuperSignal WestPico Substrate” (Thermo Scientific) seguindo as especificagdes

do produto, para a detec¢do do sinal em chapas radiograficas.
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