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RESUMO




Evangelista, M. J. A. Avaliacdo de radiofarmacos com [[**™Tc]glucarato] e
(*®F)FAZA na determinacéo de hipéxia em células e tumores de melanoma
murino B16F10 [dissertacdo]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade

de Sao Paulo; 2013.

A baixa oxigenacao (hipoxia) altera drasticamente o metabolismo celular e a
forma de producédo de ATP, que em tumores pode estimular e permitir que as
células desenvolvam mecanismos de escape, adaptacdo e resisténcia,
contribuindo ndo s6 para um comportamento maligno e agressivo, mas também
lhes conferindo resisténcia a tratamentos quimioterapéuticos e
radioterapéuticos. A deteccdo de regides de hipoxia em tumores pode ser
realizada com diferentes radiofarmacos. Neste trabalho preparamos e
avaliamos o comportamento dos radiofarmacos (*®F)FAZA e [[**"Tc]glucarato]
em células de melanoma murino B16F10, correlacionando dados bioquimicos e
histopatoldégicos com a captacdo celular dos radiofarmacos in vitro e com
imagens em equipamento PET/SPECT/CT obtidas de camundongos C57BI6
implantados com tumores. O (**F)FAZA foi obtido em rendimento de 17,9 % e
pureza radioquimica de 86,72 %, enquanto que o rendimento e pureza
radioquimica do [[*"Tc]glucarato] foi superior a 95 %, sendo que este
complexo se liga a proteinas plasmaticas com taxa de aproximadamente 40 %
e 0 complexo é desestabilizados pela mesmas, apds 4 horas de incubacgéo a
37 °C. O complexo também n&o é estavel na presenca de cisteina e histidina. A
captacdo in vitro do [[*°"Tc]glucarato] nas células foi da ordem de 0,1 %
independente da condicdo e do tempo, enquanto que a captacdo de (‘°F)FAZA

atingiu 0,9 % sob hipoxia e 0,2 % sob normodxia, nos primeiros 15 minutos de



estudo. A biodistribuicdo ex vivo em camundongos apresentou taxa de
captacdo por grama de tumor e razdo tumor/sangue da ordem de 0,04 % e
1,49 para o [[*™Tc]glucarato] e de 0,34 % e 1,39 para o (**F)FAZA, em tempo
de 1 hora. Imagem obtidas de camundongos, mostraram intensa captacéo da
(*®F)FDG no tumor, e tanto (*®F)FAZA quanto [[*°"Tc]glucarato] foram capazes
de evidenciar regides de hipdxia ou necrose, respectivamente, nos tumores,
ainda que com baixa taxa de captacdo. Imagens autorradiograficas do
[[*"Tc]glucarato] nos tumores excisados dos animais apresentaram
distribuicAo homogénea no tumor, com algumas areas de captacdo sugeridas
como necroticas; tomando a autorradiografia como referéncia, o
[[*°"Tc]glucarato] ndo se concentrou na coértex renal, regido reconhecidamente
hipéxica. Assim, (*®F)FAZA e [[*™Tc]glucarato] puderam ser preparados em
nosso laboratério com qualidade suficiente para uso em pesquisa e
demonstram potencial para utilizacdo em novos estudos visando a deteccao de

regides de hipdxia ou necrose, respectivamente.

Descritores: 1.Compostos radiofarmacéuticos 2.Neoplasias 3.Hipoxia celular
4 Melanoma B16 5.Tecnécio/uso diagndstico 6.Acido  glucérico
7.Radioisotopos de flior 8.Camundongos endogamicos C57BL 9.Tomografia
por emissdo de pédsitrons e tomografia computadorizada 10.Tomografia

computadorizada de emissao de féton unico



ABSTRACT



Evangelista, M. J. A. Evaluation of radiopharmaceuticals with [[**™Tc]glucarate]
and (*®F)FAZA on determination of hypoxia in B16F10 murine melanoma cells
and tumors [dissertation]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo”; 2013.

The low oxygen concentration, also named hypoxia, drastically alters cellular
metabolism and the production form of ATP which, in tumors, can stimulate and
allow cells to develop mechanisms for escape, adaptation and resistance,
contributing not only to malignant and aggressive behavior, but also their
conferring resistance to chemotherapeutic and radiotherapeutic treatments. The
detection of regions of hypoxia in tumors can be performed using different
radiopharmaceuticals. In this work we prepared and evaluated the behavior of
radiopharmaceuticals (*®F)FAZA and [[*™Tc]glucarate] in B16F10 murine
melanoma cells, biochemical and histopathological data correlating it with the
radiopharmaceutical cellular uptake, both in vitro or by PET/SPECT/CT imaging
obtained from C57BI6 mice implanted with tumors. The (**F)FAZA was obtained
in radiochemical yield of 17.8 % and radiochemical purity of 86.72 %, while the
radiochemical yield and purity for [[**™Tc]glucarate] - was higher to 95 %, and
this complex binds to the plasma proteins at concentration of 40 %, however a
the complex is unstable in presence of albumine after 4 hours, at 37 °C. The
complex is unstable in the presence of cysteine and histidine, at 37 °C. The in
vitro uptake of [[**"Tc]glucarate] in B16F10 cells was approximately 0.1%
independently of experimental conditions, while (**F)FAZA reached 0.9%, under
hypoxia, and 0.2%, under normoxia, the first 15 minutes of the study. The ex
vivo biodistribution in mice showed uptake in tumor and tumor/blood ratio of the

0.04 % and 1.49 for [[*"Tc]glucarate] and 0.34 % and 1.39 for (**F)FAZA.



Imaging obtained from mice showed intense uptake of (**F)FDG in the tumor,
and both (**F)FAZA and [[*"Tc]glucarate] were able to show hypoxia or
necrotic regions in the tumor. Autoradiographic imaging showed homogeneous
distribution of [[**™Tc]glucarate] in the slices of tumor excised from animals;
taking kidney autoradiography as a reference, the [[*™Tc]glucarate] was not
concentrated in renal cortex, a region admittedly hypoxic. In conclusion
(*®F)FAZA and [[**™Tc]glucarate] could be prepared in our laboratory with
sufficient quality for use in research and demonstrate potential for use in future

studies aiming to detect regions of hypoxia and necrosis, respectively.

Descriptors: 1. Radiopharcaceuticals 2.Neoplasms 3.Cell hypoxia 4.B16
Melanoma 5.Technetium 99m 6.Glucaric acid 7. Fluorine radioisotopes
8.Mice, Inbred C57BL  9.Positron-Emission Tomography and Computed

Tomography 10.Tomography, Emission-Computed, Single-Photon
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INTRODUCAO

1.1 - Hipoxia

A diminui¢do do fornecimento normal de oxigénio para um determinado
tecido ou célula, chamado de hipoxia, pode ocorrer por diminuicdo do aporte
sanguineo (isquemia) ou por diminuicdo da taxa de transporte de oxigénio pelo
sangue (devido a anemia ou ar rarefeito). [1] [2]

Durante uma situacao de hipdxia, o piruvato formado ao final da glicélise
ndo é oxidado para a formacado da forma quimica acetil-CoA e dar sequéncia
ao processo da respiragcdo celular (ciclo de Krebs e fosforilagdo oxidativa).
Desta forma, a etapa fosforilacdo oxidativa, responsavel pela maior parte de
ATP (adenosina trifosfato) produzido, deixa de ocorrer e o processo de geracéo
de ATP passa a depender exclusivamente da respiracdo anaerdbica
(fermentacdo). Nesta segunda rota, o piruvato é reduzido a lactato através da
enzima lactato dehidrogenase (figura 1), a qual fornece uma quantidade bem

menor de ATP do que a fosforilagdo oxidativa. [3]
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Figura 1: Trés possiveis rotas de catabolismo do piruvato formado a partir da
glicdlise. [3]

O acumulo de &cido lactico juntamente com a diminuicdo de ATP
disponivel, leva a diversas alteracdes intracelulares que podem culminar em
morte celular. Essas alteracbes consistem em aumento dos niveis
intracelulares de célcio (Ca®"), que leva & tumefacéo celular, deplecéo das
reservas de glicogénio com acumulo de acido lactico e consequente diminuicao
do pH, reducéo da sintese de proteinas, e perda de contratilidade. Nesta fase,
todos os danos sao reversiveis com o restauro do aporte de oxigénio; no
entanto, sua persisténcia pode levar a morte celular, seja por apoptose ou por
necrose. [1] [3]

A necrose altera todo o sistema de membranas da célula, liberando as
enzimas e radicais livres contidos nos lisossomos. O rompimento da membrana

nuclear passa a expor o material genético da célula e outras proteinas ali



presentes, como as histonas. [1] [2]

1.2 — Hipoxia tumoral

No caso dos tumores, o0 estado de hipoxia € decorrente inicialmente de
uma isquemia provocada pela quantidade insuficiente e ineficiente da rede de
capilar para atender o tecido, diminuindo, assim, o fornecimento oxigénio as
células. Desta forma, células mais distantes dependem exclusivamente da via
anaerobica para producao de ATP, e por isso consomem mais glicose do que
células de um tecido sadio, tendo como produto final o acido lactico. Algumas
célula tumorais também aumentam a producdo de enzimas glicoliticas, que
podem estimular a via glicolitica. [3] [4]

Um dos responsaveis por esse estimulo é o Fator de Transcricdo
Induzido por Hipéxia 1 (HIF-1), ativado durante o estado de hipdxia e que
contribui para o aumento dessas enzimas glicoliticas, além de outros
mecanismos adaptativos. Esse fator € composto de duas unidades: uma
unidade constitutivamente expressa intranuclear conhecida por HIF-13 (ou
também por ARNT — aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator), e uma
unidade conhecida por HIF-1a localizada no citoplasma. Sob condi¢gdes de
normoéxia a unidade HIF-1a se liga ao fator VHL (Von Hippel-Lindau) e é
degradada via ubiquitina. No entanto, esta via é dependente de oxigénio, ferro
Il e 2-oxoglucarato. Em condicbes de hipoxia a degradacdo nao ocorre, e

unidade HIF-1a, agora, estavel, é translocada ao nucleo, onde se liga a

unidade HIF-1B (figura 2). [3] [4] [5]



Figura 2: Mecanismos de regulacdo do HIF-1a sob condigbes aerdbias e
hipoxicas. [5]

O HIF-1 ativado é responsavel pela transcricdo de genes como
Elementos de Resposta a Hipdxia (HRE). [5] Esses HRE ativam, entdo, outros
genes responsaveis por vias importantes a sobrevivéncia/adaptacéo tecidual

(figura 3). [6]
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Figura 3: Representacdo esquematica do papeldo acumulo hipéxia-induzido do
HIF-1a em canceres humanos. [6]

A maioria dessas vias promove o0 crescimento tumoral e sua resisténcia
ao novo ambiente. No entanto, a hipéxia também é responsavel pela inducédo a
apoptose, e, o equilibrio entre essas vias é fundamental para o efeito da
hipbxia sobre o tumor. [6]

O HIF-1 estimula a expressao dos transportadores GLUT1 e GLUTS3,
gue sao responsaveis em mediar a captacao da glicose. Isso se justifica com o
aumento da necessidade de glicose, ja que sob condicbes anaerdbicas a célula
passa a realizar glicolise para obtencéo de energia. [3] O que leva também, a
outra evidéncia de células em hipdxia — a diminuicdo do pH interno, e, muitas
vezes, externo, através do excesso de acido lactico (produto final da glicélise).
A diminuicdo do pH celular ativa anidrases carblnicas, cujas isoformas
anidrase-9 e -12 estdo envolvidas na regulacéo do fator VHL, e, portanto, do
HIF-1. O baixo pH também € responsavel por ativar proteases responsaveis

por promover a invasado tumoral através do tecido adjacente, sendo, portanto,



também associado a um pior prognostico. [1]

Ainda tem sido associada ao HIF-1 a formacdo de novos vasos
sanguineos (neoangiogénese) através da expressdo do gene VEGF, que
também é estimulada pela expressao de protooncogenes, como os da familia
RAS. Porém, 0s vasos sanguineos sdo compostos muitas vezes apenas da
camada intima, com juncdo frouxa entre as células endoteliais, o que lhes
confere um aspecto fraco e dilatado e uma funcionalidade deficiente. A hipoxia
também induz a formacao de coagulos sanguineos, o que estimula o estado de
hipoxia. [1] [5] [6]

A formacdo de vasos aberrantes, induz a um ciclo vicioso de hipoxia-
normoéxia a essas células. Esse ciclo de hipdxia-normoxia permite e estimula as
células a desenvolverem esses mecanismos de escape, adaptacdo e
resisténcia, o que contribui ndo s6 para um comportamento maligno e
agressivo dessas células neoplasicas, mas também lhes confere resisténcia a
tratamentos quimioterapéuticos e radioterapéuticos. [1] [4] [7] [8]

De posse do conhecimento das modificagdes observadas nas células,
quando da existéncia de hipoxia, é possivel buscar compostos ou
procedimentos que possam utiliza-las como importantes alvos terapéuticos ou
diagndsticos. Deste modo, € importante detectar em pacientes, a existéncia e a

extensdo de areas de hipdxia nos tumores. [1] [4] [5] [8]

1.3 — Métodos diagnosticos (uso de radiofarmacos)

Um grande numero de radiofarmacos tem sido desenvolvidos e



estudados quanto ao potencial de deteccdo de tumores, baseados nhas
diferencas metabdlicas das células cancerosas. [8] [9]

Evidéncias mostram que 50 a 60 % dos tumores solidos localmente
avancados exibem éareas de hipoxia e/ou andxia tecidual, heterogeneamente
distribuidas na massa tumoral. [8] Por esta razéo, as alteracfes e adaptacdes
celulares causadas pela hipoxia tém sido objetos de desenvolvimento de novos
farmacos e radiofarmacos a fim de se obter melhor diagnostico e tratamento
para 0s tumores. Esses radiofarmacos também encontram aplicacdo na
avaliacdo de regibes de hipoxia no coracdo e cérebro — infarto agudo do
miocardio e isquemia cerebral. [9] [10] [11]

Os primeiros radiofarmacos desenvolvidos para deteccdo de hipdxia
foram baseados em derivados de nitroimidazoéis, 0os quais possuem uma
intensa afinidade por tecidos com essa caracteristica. Isso ocorre porque em
areas de baixa pressdo de oxigénio esses agentes sofrem redugcdo a amina e,
ao ser protonada, devido ao pH acido da célula, perde sua capacidade de
atravessar a membrana plasmatica, ficando retidos no interior das células. A
reducdo desses compostos ocorre de modo proporcional a deficiéncia de
oxigénio. [9] [12]

Dois compostos marcados com (*®F)fltor, o (**F)FMISO
((*®F)fluoromisonidazol) e o (**F)FAZA ((*®F)fluoroazomicina arabinosideo) tém
se mostrado importantes na avaliacao clinica de pacientes com tumores, sendo
que o (*]F)FAZA apresenta caracteristicas farmacocinéticas superiores, devido
a uma eliminac&o mais rapida do tecido normal, 0 que permite uma maior razao
tumor/tecido ndo tumoral. Isso se deve a menor lipofilicidade apresentada por

esse ultimo. [12] [13] [14] [15]



O inconveniente desses dois compostos € que: por serem marcados
com o (*®F)fltor, um radiois6topo emissor de pésitron com meia-vida de 110
minutos, € necessaria a existéncia de uma unidade de ciclotron para a
producdo diaria do radiofarmaco e de camaras para PET (pdsitron emission
tomography), o que torna a utilizacdo em larga escala limitada.

Por outro lado, o [*™Tc]tecnécio é o radiois6topo amplamente utilizado
nas clinicas de medicina nuclear, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas
e de disponibilidade, fazendo com que diversos radiofarmacos desenvolvidos
para deteccdo de tumores e hipoxia sejam baseados neste radioisétopo, como
derivados de nitroimidazol conjugados a ligantes do tipo diaminodioxima [9], ou
derivados de diaminooxima sem a presenca do grupo nitroimidazol. [16]

Outro radiofarmaco de [*™Tc]tecnécio, o [[**™Tc]glucarato], tem sido
utilizado em estudos de captacdo em tumores, e sua utilizacdo anterior para
obtencdo de imagem de infarto agudo do miocéardio, condiz com estudos
recentes a cerca de seu acumulo em areas de baixa oxigenacdo nos tumores.

Embora o composto derive dos carboidratos, estudos mostraram
comportamento discrepante entre esse radiofarmaco e o radiofarmaco
(*®F)FDG, o qual é um anélogo da glicose e é trapeado nas células pelo mesmo
mecanismo que é observado para a glicose. Foi entdo que surgiu a hipotese de
que o [[*®"Tc]glucarato] se comportasse de maneira semelhante aos
radiofarmacos da mesma familia, como o [[*™Tc]glucoheptonato] e
[[**"Tc]gluconato], marcando areas de injuria tecidual. [17] [18]

Estudos demonstraram a correlagdo entre o acumulo do
[[*®"Tc]glucarato] em &areas de hip6xia (figura 4) e necrose tecidual, sendo

sugerido que a concentracdo em areas de necrose esteja relacionada ao fato
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da molécula possui cargas negativas e se liga as histonas, proteinas de carga
positiva localizadas intranuclearmente, mas expostas na lesdo por necrose.
[10] [19] [17] Todavia, em células hipoxiadas, mas viaveis, 0 mecanismo de
acumulo desse radiofarmaco ainda néo esta totalmente estabelecido, uma vez
gque a membrana nuclear deveria estar integra, sem a liberacdo de histonas
para o0 citoplasma. Outro mecanismo proposto esta relacionado ao fato do
acido glucérico ser estruturalmente similar a frutose e penetrar nas células

através do sistema de transporte da mesma. [18] [20]
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Figura 4. Efeito de condi¢cdes aerdbicas e de hipdxia sobre o acumulo celular
do radiotragador em funcdo do tempo: a) gluconato; b) glucarato; c)
pertecnetato; e d) DTPA. Aerobiose e e hipoxia o. Cada ponto é a média mais
ou menos um desvio padréo de quatro determinacgdes. [18]
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1.4 — Melanoma

Dentre a percentagem de tumores que apresentam areas de hipOxia,
estdo os melanomas. [21] Um dos canceres mais letal, e de incidéncia
subestimada, uma vez que a maior parte dos pacientes sao diagnosticados em
estadios mais avancados da doenca. [22] A agressividade tumoral associada a
hipoxia ja foi comprovada em ensaios utilizando melanomas, por confirmar o
aumento de seu potencial metastatico, e tendo comprovada sua contribuicdo
desde a transformacdo dos melandcitos. [23] [21] Giatromanolaki, 2003
reafirma o papel do HIF-1 na progressdo da doenca através de sua unidade
HIF-1a e sua isoforma HIF-2a. [23]

Apesar de muitos estudos afirmarem contribuicdo da hipdxia para a
progressao do melanoma, seu papel ainda precisa ser determinado de fato, e o
conhecimento da resposta célula a hipoxia nesse tipo tumoral se mostra
importante para avaliagao prognéstica e posterior tratamento. [24] Para estudos
in vitro e in vivo temos disponiveis linhagens murinas derivadas de B16,
preferencialmente a B16F10 — uma linhagem tumorigénica amplamente
utilizada, e atualmente, as linhagens ndao tumorigénicas derivadas de melan-a
(Tm1, Tm5, S1) vém sendo exploradas. [25] [26] Todavia, tanto a B16 quanto a
melan-a e suas respectivas sublinhagens sdo derivadas de camundongos

C57BI6, e portanto consideradas singénicas. [27]



OBJETIVOS
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2.1 — Objetivo geral

Avaliar a o comportamento de diferentes radiofarmacos na captacdo em
células tumorais sob condi¢des de hipdxia e na deteccao de regides de hipoxia

em tumores implantados em animais, utilizando técnicas de imagem.

2.2 — Objetivos especificos

Preparar os radiofarmacos especificos para hipoxia (*®F)FAZA e
[[*°"Tc]glucarato], avaliando a eficiéncia de marcacdo e a estabilidade do
complexo de [*™Tc]tecnécio frente aos aminoécidos cisteina e histidina.

Avaliar a taxa de captacdo dos radiofarmacos em modelos celulares, in
vitro, e analisar as alteracdes de tensdo de oxigénio, pH, concentracdo de
acido latico em condi¢Bes de normoxia e hipoxia.

Comparar actimulo dos radiofarmacos (*®F)FAZA e [[®™Tc]glucarato]
sob as mesmas condicées, utilizando a captacdo de (*®F)FDG e imagem de
CT como referéncia para localizacéo do tumor.

Correlacionar a intensidade de captacdo desses radiofarmacos com as
alteracdes histoldgicas presentes nas células por meio de técnicas histoldgicas

e de autorradiografias.



METODOS
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3.1 — Obtencdo de complexos radioativos de [*™Tc]tecnécio e controles

de qualidade

3.1.1 — Preparacdao de kit liofilizado de glucarato

Em todas as etapas para a producado do kit liofilizado foi utilizada agua
purificada, a qual foi nitrogenada por 10 minutos. Em um béquer, foram
adicionados 360,0 g de acido glucérico e 16 mL de agua purificada. O sélido foi
dissolvido sob agitacdo, em agitador magnético, e foram, entdo, adicionados
1,5 mL de solucéo de acido gentisico (100 mg de acido gentisico dissolvido em
10 mL agua previamente nitrogenada) e 1,5 mLde solucdo de cloreto estanoso
(100 mg SnCl,.2H,0 em 1 mL de HCI concentrado, seguido da adi¢cdo de 9 mL
de &gua purificada) . O pH da solucéao foi ajustado ao valor de 5,0, com adicéo
de solucdo de NaOH 1 N, e o volume foi ajustado a 30 mL com agua
nitrogenada. A solucgéo resultante foi fracionada em volume de 1 mL em frascos
tipo penicilina, congelada em banho de nitrogénio liquido e o produto foi
liofilizado por 24 horas. ApGs esse periodo, os frascos foram vedados com

lacre e mantidos em geladeira. [28]

3.1.2 — Preparacdo do complexo [[*™Tc]glucarato] e avaliacdo da

eficiéncia de marcacéao

A marcacdo é feita através da adicdo de 1 mL de solucdo de

[*™Tc]pertecnetato de sédio, com atividade variando entre 370 a 1480 MBq, de
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acordo com a necessidade do experimento. A solucéo foi levemente agitada e
mantida por 20 minutos em temperatura ambiente, para efeitos de marcacéo.

A eficiéncia de marcacao foi avaliada através de cromatografia em
camada delgada — CCD, utilizando dois sistemas: 1. Whatman 1/acetona; e 2.
ITLC-SG ou Whatman 3MM/agua. Apos estarem secas, as fitas foram lidas em
scanner para fitas impregnadas com material radioativo (Bioscan) ou em

contador automatico tipo poco para radiacdo gama.

3.1.3 — Determinacéo do coeficiente de particdo (LogP)

O coeficiente de particdo foi determinado em um tubo de ensaio onde
foram adicionados 3 mL de solucéo fisiologica, 3 mL de n-octanol, e 100 pL do
complexo [[*™Tc]glucarato]. O tubo foi agitado por cerca de 2 minutos em
agitador do tipo vortex e, ap0s as fases se separarem, aliquotas de 1 mL de
cada fase foram repassadas a outros tubos de ensaio, em duplicatas, os quais
tiveram a atividade mensurada em calibrador de dose.

O resultado foi expresso como logaritmo da razdo entre a atividade na

fase organica e a atividade encontrada na fase aquosa. [29]

3.1.4 — Preparacdo dos complexos [[*™Tc](cisteina)] e [[**"Tc](histidina)]’

Os aminoacidos foram marcados da seguinte forma: 5 mg do

aminoacido (cisteina ou histidina); 0,5 mL de tamp&o PBS, 50 pyL de solugéo
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acida de cloreto estanhoso 8 % (10 mg de SnCl,.2H,0, 100 pL de HCI
concentrado e 100 mL de agua purificada, previamente nitrogenada), e 1 mL de
solucdo de [*™Tc]O4 (pertecnetato) com atividade entre 370 e 555 MBq. O
controle de marcacéo foi feito através dos sistemas: 1. Whatman 3MM/acetona

e 2. Whatman 3MM/solucéo fisiolégica.

3.1.5 - Determinacdo do perfil eletroforético dos complexos

[[*™Tc]glucarato]’, [[**™Tc](cisteina)]’, [[**"Tc](histidina)] e do [*™Tc]Os

O perfil eletroforético foi determinado como segue: em uma cuba para
eletroforese horizontal, previamente lavada com agua purificada e preenchida
com solucéo tampéo Tris (pH = 8,6), foram estendidas e fixadas tiras de papel
Whatman 3 com 1,5 x 29 cm, previamente umedecidas no proprio tampao.
Uma gota dos complexos radioativos [[**"Tc]glucarato], [[**"Tc](cisteina)],
[[*°"Tc](histidina)] e [*™Tc]Os, foi depositada na regido central de tiras
distintas e a fonte de corrente continua foi ligada a 275 V, por 1 hora. As tiras
foram secadas, cortadas em segmentos de 1,0 cm e a radioatividade foi
medida em detector de radiacdo gama, tipo pocgo. Os resultados sao

apresentados como porcentagem da radioatividade total por centimetro. [30]
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3.1.6 — Avaliacdo da estabilidade do complexo [[**"Tc]glucarato] frente a

cisteina e histidina determinada por eletroforese

A estabilidade do complexo foi realizada da seguinte forma:foram
misturados 900 pL de solugédo 0,001 M de aminoacido e 100 yL do complexo
marcado [[*"Tc]glucarato]”. As solucdes foram mantidas em banho-maria a 37
°C por 1 hora. Em um terceiro frasco, 100 uL do complexo marcado foram
diluidos em 900 pL de solucéo fisiolégica e foi igualmente mantido em banho-
maria. Uma aliquota de cada reacéo foi removida e uma gota foi depositada no
meio da tira. Procedeu-se a eletroforese como descrito no tépico acima, na

determinacao do perfil eletroforético dos complexos e do pertecnetato.

3.1.7 — Ligac&o em proteinas plasméticas e em albumina

Para esse ensaio, foi necessaria a preparacdo de solucdo de
soroalbumina humana 0,2 % a partir de kit liofiizado. Cem microlitros do
radiofarmaco [[**"Tc]glucarato] foram adicionados a 1 mL da solucdo de
soroalbumina humana 0,2 %. A mistura foi incubada a temperatura ambiente, e
para confirmar a estabilidade em albumina, foi realizada a CCD nos dois
sistemas ja descritos anteriormente (item 3.1.2) e em fita de ITLC-SG
impregnada com  soroalbumina  humana  utilizando  solugdo de
agua:etanol:hidroxido de amonia (5:2:1) — solugéo 1 — como fase movel.

As fitas para o terceiro sistema foram preparadas no laboratorio,

banhando fitas de ITLC-SG em solu¢cdo de soroalbumina humana (ITLC-SG-
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HSA) numa concentracdo de 5 mg/mL, preparada na hora. Apds o banho de
cerca de 5 minutos, as fitas foram lavadas rapidamente em agua purificada,
colocadas para secar de um dia para outro a temperatura ambiente, e
armazenadas em geladeira (£ 4 °C) [31] [32] [33]. Esse ultimo sistema (ITLC-
SG/HSA) permite que o complexo [*°"Tc]albumina migre pela fita, permitindo
distingui-lo do [*™Tc]O..

Foram realizadas a CCD nos sistemas descritos nos tempos de 5, 45,
120 e 240 minutos de incubacgéao. As fitas foram lidas em contador automatico
gama, tipo poco. A estabilidade do [[*™Tc]glucarato] a 37 °C foi realizada da
mesma forma, porém a leitura foi feita nos tempos de 1, 4, 6 e 24 horas, em
scanner para fitas impregnadas com material radioativo (BioScan).

Outro ensaio foi feito na tentativa de visualizar a ligacdo a albumina e/ou
proteinas plasmaticas e divido em duas etapas — uma para albumina e outra
para plasma humano [33]. Foram adicionados 100 pL de GLA marcado a 1 mL
de soroalbumina humana reconstituida (5 mg/mL), ou a cerca de 800 uL de
plasma humano. Apos periodo de incubagdo — 5, 45, 120 e 240 minutos — uma
aliquota de 100 pL foi retirada a cada tempo (em duplicata) e misturadas a 200
pL de etanol em um microtubo e centrifugada a 5.000 rpm por 15 minutos em
microcentrifuga. O sobrenadante e o precipitado foram separados e
mensurados em calibrador de dose.

O plasma foi obtido através de coleta de sangue em tubo a vacuo para
hemograma (com EDTA) e subsequente centrifugacdo para separacdo dos
componentes sanguineos. Foram utilizados materiais fornecidos pelo servigo

de enfermagem do Centro de Medicina Nuclear —InRad. [34]
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3.2 — Preparacdo do (**F)FAZA

Para obtencdo do (‘®F)FAZA foi necessaria sua sintese a partir do
precursor 1-(2,3-diacetil-5-tosil-(a-D-arabinofuranosil)-2-nitroimidazol, da ABX®,
e do (*®F)fluoreto, produzido pelo CinRad HC-FMUSP. Para a sintese, cerca
de 1,11 a 3,7 GBq do (*®F)fluoreto, fornecido em agua e em volume variavel,
foram passados em cartucho QMA light, precondicionado com 10 mL de
solucéo de bicarbonato de sodio 0,1 N, 10 mL de agua purificada (Milli Q) e 5
mL de acetonitrila.

Foram pesados 15 mg de kriptofix 2.2.2° e 3,6 mg de carbonato de
potassio (K.CO3z) em um frasco de vidro tipo penicilina, e solubilizados em 100
uL de agua purificada e 900 pL de acetonitrila. O (**F)fluoreto trapeado foi,
entdo, eluido com essa solucdo e recolhido em frasco de vidro do tipo
penicilina.

O frasco tipo penicilina foi vedado com rolha de borracha e foram
espetadas duas agulhas, uma de 25 x 8 mm, utilizada como respiro, e outra
agulha de 13 x 4,5 mm. A segunda agulha estava conectada a um cateter e na
outra ponta do cateter foi conectada uma torneira de 3 vias, por onde foram
adicionados os reagentes e gas de arraste nitrogénio (N2). O frasco foi levado
ao aquecimento em banho-maria, em béquer contendo silicone liquido a cerca
de 140 °C, para a evaporacao do solvente. Ap0s o processo de evaporacao,
este foi repetido mais duas vezes, com adicdo sequencial de 1 mL de
acetonitrila anidra.

Cinco miligramas do precursor 1-(2,3-diacetil-5-tosil-(a-D-

arabinofuranosil)-2-nitroimidazol solubilizados em 1 mL de DMSO foram
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adicionados ao frasco de reacdo, mantido por mais 5 minutos a 140 °C. Apés
essa etapa, a reacado foi resfriada a 30 °C, e foram adicionados 0,5 mL de
solucéo de NaOH 0,4 M. Apos 2 minutos, foram adicionados 0,5 mL de tampé&o
fosfato 0,3 M, para neutralizar a reacdo. A solucdo resultante foi passada
através de um cartucho Alumina N Light, precondicionado com 10 mL de agua

purificada (Milli Q). [35] [36]

3.2.1 — Determinacdo da eficiéncia de marcacao e pureza radioquimica

A eficiéncia de marcacdo e pureza radioquimica foram determinadas
através de andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/HPLC),
em coluna analitica Synergi Hydro-RP A80, 4 ym x 250 mm x 4,6 mm
(Phenomenex), e fase movel isocratica com 95 % de etanol grau HPLC e 5 %
de tampéo fosfato (NaH,PO,) 5 mM, por 30 minutos, num fluxo de 1 mL/min. A
radioatividade foi detectada em fluxo utilizando detetor de cintilagdo de cristal
de iodeto de sédio dopado com télio.. [35]

Para determinacdo da identidade das espécies radioquimicas foram
analisadas amostras de (**F)fluoreto de sédio, do composto padrdo 1-(5-
deoxy-5-fluoro-a-D-arabinofuranosil)-2-nitroimidazol, e do precursor, 1-(2,3-
diacetil-5-tosil-(a-D-arabinofuranosil)-2-nitroimidazol, na concentracdo de 0,5
mg/mL, sendo os dois ultimos detectados em detetor UV-Vis, em comprimento

de onda de 340 nm
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3.2.2 — Purificacdo do (**F)FAZA

Para obtencdo somente da fracdo desejada, ou seja, do (] F)FAZA,
cerca de 370 a 629 MBq do produto resultante da sintese foi passado por
equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/HPLC), usando
uma coluna semi-preparativa Synergi Hydro-RP A80, 4 um x 250 mm x 10 mm
(Phenomenex), e fase movel isocratica 65 % de acetonitrila grau HPLC e 35 %
de tampao fosfato (NaH,PO4) 5 mM, por 30 minutos num fluxo de 3 mL/min, e
comprimento de onda de 340 nm. As fracdes foram recolhidas de 1 em 1
minuto em tubos de ensaio posicionados em um coletor de fracdes. [36]

Essas fracbes tiveram a atividade medida em calibrador de dose, e,
aguela condizente com o pico determinado para o padrdo FAZA, entre 0s
tempos de 3 e 4 minutos, foram colocadas num frasco do tipo penicilina o qual
foi levado a aquecimento de 100 °C para evaporacdo da acetonitrila. Apés
reducdo da amostra a cerca de 100-200 uL, esta foi analisada novamente em
coluna analitica, sob as mesmas condi¢cdes anteriormente citadas para
determinacado da pureza radioquimica, assegurando seu uUso nos experimentos

posteriores.

3.2.3 — Determinacéo da atividade especifica do (**F)FAZA

Diferentes concentracdes (2,33.10°; 2,33.10% 2,33.10°e 2,33.10°

®g.mol™) do padrdo do (**F)FAZA foram injetadas em equipamento de

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/HPLC) equipado com uma
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coluna cromatogréafica de fase reversa C18 Synergi-Hidro (4,6 x 250 mm x 4
hMm) e fase mével isocratica composta de uma mistura de 95 % de etanol grau
HPLC e 5 % de NaH,PO, 5 mM, bombeado no fluxo de 1 mL/min — 0 mesmo
sistema utilizado para a caracterizacdo do (**F)FAZA. Os compostos foram
detectados simultaneamente com detector de UV ajustado para A= 340nm.

Os picos obtidos em UV foram integrados para as diferentes
concentracfes e uma curva de calibracdo foi construida. O pico da analise de
pureza radioquimica feito anteriormente também foi integrado e o resultado foi
colocado no grafico, onde pudemos calcular a atividade especifica

do (**F)FAZA que foi produzido, dada em MBg/pmol.

3.3 — Estudos bioldgicos in vitro

3.3.1 — Manutencéo de células B16F10 em cultura

Células B16F10 foram cultivadas em garrafas plasticas de 175 cmz2,
contendo 25 mL de meio de cultura RPMI suplementado com 10 % de soro
fetal bovino (SFB) e mantidas em estufa Umida a 37 °C e 5 % de CO, As
células foram mantidas obedecendo ao seu tempo de crescimento e expansao.
Para os ensaios utilizando células foram utilizadas garrafas com confluéncia de
aproximadamente 80-90 %, onde as células foram lavadas com 5 mL de
solucéo PBS, e desprendidas com o uso de 5 mL de solugdo ATV (associacao
de tripsina versene) e levadas a estufa 37 °C por 3 minutos; apos esse periodo

a solucdo ATV foi inativada utilizando 5 mL de meio RPMI suplementado.
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Pode-se verificar esse desprendimento com o auxilio de um microscopio, pois
as células passam a apresentar forma arredondada e “movimento”. [37] [38]
[39] [40]

A suspensao de células foi aspirada com o auxilio de uma pipeta
sorologica de 10 mL e foi transferida para um tubo do tipo Falcon de 50 mL.
Esse tubo, devidamente fechado, foi levado para centrifugacéo por 3 minutos a
2000 rpm. ApGs a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e o pellet
resultante foi desprendido com leves batidas no tubo e ressuspendido em meio
RPMI. Foram homogeneizados 10 pL da suspensdo de células a 10 pL de
solucéo de Tripan Blue 0,4 %, e a mistura transferida a um hemocitbmetro para
a contagem das células e determinacao da viabilidade celular, com o auxilio de
um microscoépio optico.

Apenas as células refringentes sdo consideradas viaveis, e somente
amostras com viabilidade superior a 90 % foram utilizadas. O resultado da
contagem foi corrigido para o volume total da suspenséo, e assim, calculado

para o ensaio desejado.

3.3.2 — Manutencéao de células Tm1N3 em cultura

Células Tm1N3 foram cultivadas em garrafas plasticas de 175 cm?, em
25 mL de meio de cultura RPMI suplementado com 5 % de soro fetal bovino

(SFB) e geneticina 1mg/mL, em atmosfera imida com 5 % de CO, e umidade
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controlada, a 37 °C. As células foram mantidas obedecendo ao seu tempo de
crescimento e expansdo. [41] A preparacdo para 0s ensaios se fez como o

descrito para a linhagem B16F10.

3.3.3 — Viabilidade por Tripan blue

Para esse ensaio, foram coletados 20 pyL da suspenséo de células, e,
adicionados 20 pL de solucédo de Tripan Blue. Apés homogeinizada, a mistura
foi transferida parcialmente a um hemancitdmetro, até preencher o espaco
(cerca de 10 pL). Com o total de células contadas calculamos a média (m = x +
4). E com esta, utilizamos o seguinte calculo para extrapolar o niumero de

células em mL:

C
n°— =m.fd.fc
m

Onde:
o fd = fator de diluicdo ( = 2, pois a suspensao é misturada com o Tripan
em igual proporcéo, 1 : 1);
« fc = fator de correcéo (=10*, valor convencionado).
O resultado, entdo, é corrigido para o volume total da suspenséo, e
assim, calculado para o ensaio desejado. Caso, somente a viabilidade fosse
desejada, as células mortas (aquelas coradas em azul) também seriam

contadas, e determinado o percentual de células viaveis.
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3.3.4 — Determinacao de parametros bioquimicos em normédxia e hipoxia

Apos a contagem do numero de células, o volume calculado para conter
1x10° células foi adicionado ao poco, ja com o volume de meio q.s.p. 1 mL por
poco ao final. As placas foram homogeneizadas através de movimentos
circulares, a fim de que as células se espalhem pela area do poco, e levadas a
estufa 37 °C, durante a noite, para aderéncia das mesmas.

As placas destinadas ao estudo em hipdxia foram colocadas em camara
de hipdxia Billups-Rothenberg (figura 5), onde foram inseridos uma proporcéo
de 19 L/min de N, e 1 L/min de CO; (ou seja,1 % de O;, 94 % de N, e 5 % de
CO,) [42], e levados novamente a estufa 37 °C por 24 horas. As placas

destinadas ao estudo em normodxia foram mantidas em estufa 37 °C.

Figura 5. Camara de hipdxia Billups-Rothenberg, e man6émetro, indicando o
volume dos gases utilizados — 19 L/min de N, e 1 L/min de CO..

Apos as 24 horas de incubagéo, cerca de 400 uL do meio de cada pogo

foram transferidos a um microtubo para leitura em equipamento Radiometer
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ABL800 Flex. Também, foram preparados trés tubos contendo 400 uL do meio
utilizado para cultivo das células, mantido em geladeira, em condicbes normais
de atmosfera.

Nesse equipamento foram analisados 0s seguintes parametros:
concentracdo de acido lactico, glicose, pressédo de oxigénio (pO,), presséo de

diéxido de carbono (pCO,) e pH. [43]

3.3.5 — Captacdo do [[*"Tc]glucarato] em normdxia e hipdxia

Ao fim das 24 horas de incubacdo em condi¢cdes de hipdéxia (como
descrito item 3.3.4), o meio foi trocado, adicionando 500 pyL de meio novo e
foram adicionados 100 pL do radiofarmaco a cada poc¢o, numa diluicdo de 14,8
MBg/4 mL, e as placas retornaram a estufa — e a cAmara de hipdxia, se for o
caso, para serem processadas apds os periodos de 15 minutos, 1, 2 ou 4
horas. Nessa etapa, houve a distingdo da adicdo de meio com ou sem glicose
em sua composicao. Decorridos os tempos de analise estipulados, todas as
placas foram processadas da mesma forma, a saber: o meio de cada poco foi
retirado com o auxilio de uma micropipeta, e transferido para um tubo de
contagem, juntamente com a ponteira.

Foram adicionados 400 pL de solucdo PBS, os quais foram coletados e
transferidos para um novo tubo de contagem, também com a ponteira.
Quatrocentos microlitros de solugdo NaOH 0,1 N foram adicionados ao poco
para a lise das células, e apés homogeneizacao, foram coletados e transferidos

a um terceiro tubo de contagem, juntamente com a ponteira utilizada. Os
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conjuntos de tubos (meio + lavado + células) foram levados para contagem em
contador gama automatico, e os dados obtidos, na forma de contagens por

minuto foram processados em planilha eletrénica Excel. [29] [44]

3.3.6 — Captacdo do (*®F)FAZA em normoxia e hipdxia

Apos o periodo de 24 horas, o meio de cada poco foi aspirado e reposto
com 1 mL de novo meio de cultura. Cem microlitros da solucéo do (*®F)FAZA
com cerca de 0,74 MBg foram adicionados em cada poco, e essas foram
incubadas novamente por 15, 60 e 180 minutos. Apés, o término do tempo de
incubacédo, o meio de cada poco foi transferido para um tubo de contagem junto
com a ponteira. Os pocos foram lavados com 1 mL de solucdo PBS 0,1N e
transferidas para um novo tubo de contagem, juntamente com a ponteira. Para
cada poco foi adicionado 1 mL de NaOH 0,1N e a placa levada a estufa por 5
minutos, a fim de lisar as células. A suspenséo foi recolhida com o auxilio da
micropipeta e transferida para um novo tubo de contagem junto com a ponteira.
Os conjuntos de tubos (meio + lavado + células) foram levados para contagem

em contador gama, tipo pogo.

3.3.7 — Citometria

Para esse estudo, apds a contagem, foi feita uma diluicdo para que

houvesse 1x10° células em 100 pL, os quais foram transferidos a cada poco de
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uma placa de cultura com 96 pocos, e fundo em “V”. No total, foram
preenchidos nove pocos com células B16F10, e seis com MDA-mb-468 —
referida como padréo de expressao para o receptor Glutl. [45]

A placa foi entdo centrifugada (1200 rpm, 15 min, 4 °C) e o
sobrenadante desprezado, atravées de inversdo. O pellet formado foi
ressuspendido em 100 pL de solucdo PBS 1x (solucdo PBS preparada sem
potassio) para lavagem e novamente centrifugada a placa, com 0os mesmos
parametros. Esse procedimento foi repetido.

O pellet foi ressuspendido em 100 pL de solucdo de PBS-BSA 0,5 %, e
foram adicionados 2 pL do anticorpo utilizado como isotipo (anticorpo de
coelho) aos pocos correspondentes (em azul) e 2 yuL de anticorpo anti-Glutl,
também aos pocos correspondentes (em verde), como pode ser visto no
esquema abaixo (figura 6). Os pocos marcados em roxo ndo receberam
nenhum anticorpo. A placa foi mantida em geladeira (4 °C) durante o periodo

noturno para incubagéo.

Figura 6: Esquema da distribuicdo das células em placa utilizada para a
marcacao com 0s anticorpos e posterior citometria (B = B16F10; M = MDA-mb-
468). Roxo — pocos somente com células; Azul — pocos com células marcadas
somente com isotipo; e Verde — pogos com células marcadas com anti-Glut1.
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Apos periodo de incubacao, a placa foi centrifugada e lavada com PBS
1x, como procedido anteriormente e, entdo, foram adicionados 100 pL de
solucdo de BSA 0,5 %, para ressuspender as células, e 1 pyL de anticorpo
conjugado com Alexa Fluor 488. A placa foi recoberta com papel laminado,
para proteger o conjugado da ac¢ao da luz, e mantida a 37 °C, por 10 minutos,
e, em seguida, por 2 horas em temperatura ambiente.

Findado o periodo de incubacdo, a placa passou por nova etapa de
lavagem com PBS 1x, adicionou-se 100 pL de PBS 1x, os pocos foram
homogeneizados e o conteudo transferido para tubos de citometria de 3 mL. A
leitura foi realizada em equipamento FACS Calibur, onde os tubos foram
inseridos dentro dos tubos de citometria de 10 mL para contagem. O contetdo
foi diluido em PBS 1x conforme o niumero de eventos acusado no equipamento
durante os ajustes dos parametros para a aquisicdo. O SSC foi ajustado para
424 (linear) e o FL1 para 317 (log).

Os resultados foram processados em programa FSC Express V3.
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3.4 — Estudos biolégicos in vivo

3.4.1 — Modelo animal - implantacdo do tumor

Camundongos C57BI/6 Specific Pathogen Free (SPF), provenientes do
Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP, foram mantidos no Biotério
de Experimentacdo do Centro de Medicina Nuclear. Os animais foram
separados em grupo de até 6 por unidades micro-isoladoras, as quais foram
acondicionadas em estantes com sistemas de insuflamento e exaustdo de ar. A
temperatura na sala foi mantida entre 20 °C e 23 °C, com ciclo de fotoperiodo
de 12/12 horas. Receberam agua e racdo estéreis ad libitum, trocadas trés
vezes por semana para manutencao da qualidade SPF.

Todos os procedimentos foram executados de acordo com as normas
éticas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina-USP (CEP n° 272/10).

Os camundongos foram inoculados (injecdo subcutanea) com cerca de
5x10° células de melanoma murino B16F10 ou Tm1N3 em regides diferentes
(coxa, torax, gluteo e dorso). Apds 7 a 14 dias, para a linhagem B16F10, e de
14 e 20 dias, para a linhagem Tm1N3, os animais foram separados para

estudos de imagem ou de biodistribuicdo ex vivo.



33

3.4.2 — Biodistribuicdo por imagem

Os animais foram anestesiados com uma mistura de isofluorano:O;
(1,5:2,5 L), num fluxo médio de 2 L/min. O radiofarmaco [[**"Tc]glucarato] foi
administrado pela veia caudal ou pela veia peniana, na concentracdo de 37 a
185 MBQ@/100 uL, e imediatamente apos a injecdo foram adquiridas imagens
dindmicas por SPECT, ou imagens estaticas tomograficas SPECT/CT apoés 2
ou 4 horas.

Para o radiofarmaco (**F)FAZA, cerca de 74 MBg/100 uL foram
administrados nos animais pela veia caudal ou peniana, e as imagens
adquiridas em médulo PET/CT ap6s 1 hora.

Alguns animais foram separados para aquisicdo de imagens do tipo
PET/CT com o radiofarmaco (*®F)FDG, ap6s 1 hora de injecdo de cerca de 37
MB@g/100 pL do mesmao.

As imagens dinamicas foram processadas no programa de imagens
Image J, e as imagens tomograficas (SPECT, PET e CT) foram processadas

no programa de imagens Amide.

3.4.3 — Biodistribuigdo ex vivo

A) [[®™Tc]glucarato]

Apoés 7 a 14 dias os animais implantados com B16F10 foram pesados

em balanca semi-analitica e injetados pela veia caudal com aproximadamente
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0,37 MBg/100 pL de [®™Tc]glucarato]. Nos tempos de 15, 60, 120 e 240
minutos, apd6s administracdo do radiofarmaco, os animais, em grupos de 3,
foram anestesiados com administracdo intraperitonial de 100 pL
ketamina/xilazina (1:1) e eutanasiados por decaptacdo. Para 0s animais
implantados com Tm1N3 o ensaio foi realizado apds 14 a 20 dias pds-indculo,

também em grupos de 3. [46] [29]

B) (**F)FAZA

Apos pesados, os animais foram injetados pela veia caudal com 0,37
MBq/100 pL do (*|F)FAZA, os quais foram anestesiados e eutanasiados em
grupos de 4 animais nos tempos 15, 60 e 180 minutos — como descrito no item

3.4.3.1.

O sangue foi colhido em frascos de vidro e os 6érgaos (cérebro, coracao,
pulmdes, estdmago, intestino delgado, intestino grosso, figado, baco, rins,
bexiga e amostras dos tecidos muscular e ésseo) foram excisados, pesados
em balanca analitica e levados ao contador de cintilacdo automéatico tipo poco
para mensurar a atividade e os dados obtidos na forma de contagens por

minuto foram processados em planilha eletrénica em Excel. [29] [47]
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3.4.4 — Autorradiografia dos tumores injetados com [[*™Tc]glucarato]

Apés a aquisicdo das imagens, 0s animais foram eutanaziados por
anestesia profunda com isoflurano e tiveram seus tumores excisados, bem
como seus rins. Os o6rgaos foram embebidos em meio de inclusdo para
criostato e congelados em nitrogénio liquido. Apds o congelamento, os
mesmos foram cortados em criostato, numa espessura de 100 ym e fixados em
laminas de vidro pré-preparadas para receber criocortes.

As laminas com os cortes foram posicionadas sobre uma placa de
fésforo e fechados dentro de um cassete.para filmes radiolégicos por 3 horas,
sem exposicdo a luz. Terminado o periodo, esse filme foi lido em aparelho

Storm 840, e processado em Image Quant 5.0. [15] [48]

3.4.5 — Andlise histoldgica dos cortes

Sequencialmente aos cortes para autorradiografia, foram realizados
cortes com espessura de 10 um, os quais foram fixados em |aminas de vidro
pré-preparadas para receber criocortes e corados com hematoxilina e eosina.

[15]
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4.1 — Obtencado dos complexos radioativos
4.1.1 —Preparacéo de kit liofilizado de glucarato

Algumas das grandes vantagens do uso do [*™Tc]tecnécio é sua
disponibilidade a partir de um sistema gerador de radionuclideos e que a
obtencdo dos complexos pode ser feita a partir da reconstituicdo de Kits
liofilizados. Deste modo, dois pequenos lotes de kit liofilizado de glucarato
foram preparados, seguindo procedimentos padronizados no laboratorio.

Em ambos os casos, o processo de liofilizagcdo aparentemente nao foi
eficiente, pois com o passar de algumas semanas foi observada a contracdo
das pastilhas do liofilizado (figura 07), indicando presenca de umidade no
produto. Todavia, a umidade residual ndo alterou a qualidade do produto dentro
dos parametros de reconstituicdo, uma vez que as marcacdes realizadas apos
18 meses continuaram a fornecer produto com eficiéncia de marcagéo superior

a 90-95 %.

WY

Figura 7: A) Lote 1 — Pastilha bem hidratada; B) Lote 2 — Pastilha retraida.



39

4.1.2 — Preparacgdo do complexo [[*™Tc]glucarato]

A obtencdo do complexo [[**"Tc]glucarato] foi realizada com
reconstituicdo do kit liofilizado utilizando atividades variando de 20 a 40 mCi
(740 a 1480 MBQ).

O controle da eficiéncia de marcacdo foi realizado, inicialmente,
utilizando os sistemas (A) TLC-SG/agua e (B) Whatman 1/acetona (figura 8).
No entanto o sistema TLC-SG/agua ndo se mostrou tao eficiente, observando-
se arraste do material na fase estacionaria. O problema foi solucionado
substituindo o TLC-SG por ITLC-SG, uma fase estacionaria de silica gel mais
fina, o que proporciona interacdes substrato/fase movel/fase estacionaria mais
eficiente. A utilizacdo do (C) ITLC-SG/solucdo fisiolégica apresentou um
resultado diferente do esperado e descrito por Camargo, 2007, pois 0 complexo
nao migrou para o fronte, tornando-se uma excecgdo para 0 senso comum de
que compostos hidrofilicos marcados com [*"Tc]tecnécio migram ao fronte
quando do uso de salina como fase mével e ITLC-SG. [49] No entanto,
obtivemos bons resultados com o uso do sistema (D) ITLS-SG/agua purificada.

Os resultados desta analise podem ser visualizados na figura 8.
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Figura 8: Radiocromatograma do complexo [[*°"Tc]glucarato] analisado por
CCD nos suportes: (A) ITLC-SG/agua; (B) Whatmanl/acetona; (C) ITLC-
SG/colucéo fisiolégica; (D) ITLC-SG/agua.

Todavia, dificuldades para importacdo do ITLC-SG nos fizeram avaliar e

validar, por

comparacao,

o uso do sistema cromatografico Whatman

3MM/agua, como substituto, conforme apresentado na figura 9. O uso do papel

Whatman 3MM apresentou resultados semelhantes aqueles obtidos com o

ITLC-SG, e, desta forma, decidimos utiliza-lo nos ensaios seguintes.
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Figura 9: Radiocromatograma do complexo [[*°"Tc]glucarato] analisado por
CCD nos sistemas (A) Sistema papel Whatman 1/acetona; (B) Sistema ITLC-
SG/agua; e (C) Sistema papel Whatman 3MM/agua.

Assim, utilizando os sistemas Whatman 1/acetona e Whatman
3MM/agua obtivemos rendimento de marcacdo médio de 95 % (n=30), mesmo

para kits produzidos 18 meses antes da sua marcacao.

4.1.3 — Determinacao do Coeficiente de Particado (LogP)

A lipofilicidade do complexo, determinada através do calculo do
coeficiente de particdo (LogP), forneceu valores de -2,7 (£ 0,01), paran =5
medidas, comprovando o carater hidrofilico da molécula, ja que faz parte do

grupo dos monossacarideos. [50]

4.1.4 - Determinacdo do perfil eletroforético de complexos de

[**™Tc]tecnécio
Um dos objetivos do projeto é obter informagBes das caracteristicas

fisico-quimicas do complexo preparado, como, por exemplo, sua carga elétrica.
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Essa determinacao foi realizada por eletroforese. Também foram analisados os
perfis dos complexos [[*™Tc](cisteina)], [[*°"Tc](histidina)], e do  [*™Tc]O4
(figura 10), este ultimo considerado produto de referéncia, devido suas
caracteristicas bem conhecidas. [51]

O ensaio foi realizado em tampéao Tris (pH = 8,6) a uma voltagem de 275

V, por 01 hora.
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Figura 10: Eletroforese em suporte de papel Whatman 3 e tampao Tris (pH =
8,6), com uma voltagem de 275 V por 1 hora. Azul escuro — Na[**"Tc]O,;
Vermelho — complexo [[*"Tc](cys)]; Verde oliva — complexo [[**™Tc](his)];
Roxo — complexo [[*™Tc]glucarato].

Podemos observar carater negativo para todas as espécies analisadas,
uma vez que sdo observadas migracdo em direcdo ao anddo. Todavia,

enquanto a migracao do [™Tc]O4 é bem definida, apresentando migracéo a 8

cm do local de aplicacdo da amostra, a migracdo das outras espécies nao e
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bem definida, apresentando multiplos picos, 0s quais podem estar associados
a diferentes graus de ionizacédo dos complexos.

Pelo grafico de distribuicdo dos produtos no suporte de eletroforese,
apresentado na figura 9, fica um pouco dificil diferenciar os trés complexos,
pois as distancias de migracdo final sdo muito préximas. Todavia, 0s
complexos de aminoacidos apresentam uma concentracdo bastante
pronunciada dos produtos no local de aplicacdo da amostra, indicando carga
neutra, € uma pequena migracdo em direcdo ao catddo, indicando carga
positiva. Embora também seja observado concentracdo do [[*°"Tc]glucarato]
no local da aplicacdo da amostra, a concentracdo do produto mais baixa do
gue aquela obseravda para os complexos de aminoacidos e também pode ser
observado um pico mais intenso a 4-5 cm do local de aplicacdo da amostra.

Em tese, isto poderia ser explicado pela formacdo de diferentes
estruturas dos complexos, com espécies do tipo bis-didentada-oxo-tecnécio, tri-
bisdentada [52], ligac&o por diferentes ligantes ou troca destes em pH diferente

aqueles da marcacéo. [53] [54]

4.1.5 — Avaliacdo da estabilidade do complexo [[**"Tc]glucarato] frente &

cisteina e histidina por eletroforese

Um importante fator a ser determinado para um radiofarmaco de
[*™Tc]tecnécio utilizado em diagnéstico é a determinacdo da estabilidade do

complexo com relacdo ao ataque de outros agentes quelantes, particularmente
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os residuos de cisteina e histidina presentes em proteinas. [51] [55]
Normalmente,

Normalmente, o teste é realizado colocando o radiofarmaco na presenca
de altas concentracfes de cisteina e histidina e utilizado cromatografia para
acompanhar variacdes de Rf. Todavia, devido a dificuldade de se encontrar um
sistema cromatografico que pudesse permitir detetar a quebra da ligacdo
[[**"Tc]glucarato], com formacdo de [[*"Tc](cisteina)] e [[**"Tc](histidina)],
decidimos utilizar a eletroforese como método analitico.

Foi utilizado o mesmo sistema descrito para a determinagcdo da carga
dos diferentes complexos, inclusive os complexos de [[**"Tc](cisteina)] e
[[*°™Tc](histidina)] (item 4.1.4).

Os resultados apresentados na figura 11, mostram que o complexo
[[®"Tc]glucarato] é estavel por 1 hora, nas temperaturas de 25 °C e 37 °C,
conforme perfil de distribuicdo da radioatividade (linhas verde e roxa). Em
valores percentuais temos 25,11 % no primeiro pico de retencdo (-2 a 2 cm),
38,62 % para o segundo (3 a 6 cm) e 35,02 % para o terceiro (7 a 10 cm), o
gue pouco variou quando o complexo foi incubado a 37 °C — 22,80 %, 39,56 %
e 36,37 %, respectivamente.

Todavia, apoOs incubado na presenca de 1 mmoles de cisteina ou
histidina, por 1 hora e a 37 °C, vé-se claramente a mudanca do perfil, com
aumento da area do produto com retencdo na origem e pequena migracao em
direcéo ao catddo (linhas azul clara e laranja), de modo similar aos complexos
de aminoacidos. Retencdes de 37,27 % (-2 a2 cm), 17,56 % (3a 6 cm) e 43,88

% (7 a 10 cm) quando com o complexo [[**™Tc](cisteina)] e de 40,02 % (-2 a 2
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cm), 22,00 % (3 a 6 cm) e 35,88 % (7 a 10 cm) quando com [[**™Tc](histidina)]

(item 4.1.4).
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Figura 11: Eletroforese em suporte de papel Whatman 3 e tampéao Tris (pH =
8,6), com uma voltagem de 275 V por 1 hora. Verde claro — complexo
[[**"Tc]glucarato] incubado a 25 °C; Roxo — complexo [[**"Tc]glucarato]
incubado a 37 °C; Azul claro — complexo [[**"Tc]glucarato] incubado com
cisteina; Laranja —complexo [[**™Tc]glucarato] incubado com histidina.

4.1.6 — Ligacgéo a Proteinas Plasméticas e a Albumina

No teste de estabilidade frente & albumina em temperatura ambiente
podemos notar uma leve diminuicdo da quantidade de radiagdo no front do

sistema 2 e o aumento de contagem no front do sistema 3 , indicando que
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houve alguma alteracdo do produto marcado. Os graficos podem ser

visualizados na figura 12.
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Figura 12: O indice do grafico refere-se ao percentual de contagens por minuto
(cpm); cada cor indica um dos tempos utilizado na avaliagdo. Azul — 5 minutos;
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Vermelho — 45 minutos; Verde — 120 minutos; Roxo — 240 minutos. Nos
sistemas: 1) Whatman 1/acetona; 2) ITLC-SG/4gua; 3) ITLC-SG/solucéo 1.

Ja no teste realizado a 37 °C, em banho-maria, as fitas foram
mensuradas pelo scanner de fitas. Os graficos obtidos por tempo podem ser
observados na figura 13.

No sistema 1, papel Whatman 1/acetona esperavamos que o complexo
[[*°"Tc]-glucarato] e eventualmente o complexo de albumina permanecessem
na origem do sistema, enquanto uma eventual descomplexacao e reoxidacao
do produto a [[*"TcO,] faria com que o material migrasse até o fronte. Isto foi
observado a partir de 4 horas de incubacdo com o surgimento de um pico
correspondente a 11,30 % no fronte da fita, e passou a 46,67 % apoés 24
horas.

No sistema 2, ITLS-SG/agua, esperdvamos observar o [[*"Tc]-
glucarato] e o [*™TcO4] no fronte do sistema, enquanto o [*™TcO,] e um
possivel complexo com albumina permanecessem juntos na origem do
sistema. Como no sistema 1, ap6s 4 horas de incubacdo foi observado o
aparecimento de um pico na origem do sistema, correspondente a 31,93 % da
atividade total, o qual permanece inalterado apds 6 horas mas apos 24 h a
intensidade do pico atinge o valor de 19,39 %, indicando poder se tratar do
[*™TcO,] ou um possivel complexo com albumina. A quest&o s6 é resolvida no
terceiro sistema, em que o complexo com albumina migra ao fronte, mostrando
que o produto que ser forma apds 4 horas é um complexo com albumina.

Com estes dados, podemos sugerir que a molécula de [[*"Tc]-

glucarato] é instavel nas condicbes de estudo, levando possivelmente ao
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surgimento de um complexo com albumina, concomitante com a degradacéao
do complexo e reoxidacdo do metal & forma de [**™TcO,]".

Para comprovar os efeitos da albumina e das condicfes experimentais,
um novo teste foi realizado a incubando a amostra a 37 °C em banho-maria,
mas sem a adicdo de soroalbumina, e os resultados sdo apresentados na
figura 14. Neste caso, somente foi observada degradacdo do complexo
[[*°"Tc]-glucarato] apés 24 horas de incubacdo, com a formacdo de 28,83 %

de [ TcO4]



49

Sistema 1 Sistema 2 Sistema 3

T=0h

T=1h

T=4h

T=6h

T=24h

0 20 40 60 80 o 20 40 60 80 o0 20 40 60 80
mm mm mm

Figura 13: [[*™Tc]glucarato] incubado com soroalbumina humana. Sistemas
1. Whatman 1/acetona; 2. ITLC-SG/agua; e 3. ITLC-SG/HSA/solucdo 1
(agua:etanol:hidréxido de amdnia - 5:2:1), nos tempos de 0, 1, 4, 6 e 24 horas.
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Podemos observar a partir do tempo de 4 horas de incubacdo, uma
mudanca do perfil de migracdo para o sistema 2 (ITLC-SG/agua), e um leve
aumento do numero de contagens no front do sistema 1 (Whatman 1/acetona),
que no ultimo tempo — de 24 horas — € muito mais acentuado. O sistema 3
(ITLC-SG/HSA/solucéo 1) ndo demonstrou variacdes significativas em nenhum
dos tempos.

Ja para o [[*™Tc]glucarato] incubado em banho-maria, 37 °C, sozinho,
podemos notar mudanca de comportamento somente no tempo de 24 horas,
onde aparece um pico de contagem no front do sistema 1 (Whatman

1/acetona), visualizado na figura 14.
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Figura 14: [[*®"Tc]glucarato] incubado sozinho a 37 °C. Sistemas 1.
Whatman 1/acetona; 2. |ITLC-SG/agua; e 3. ITLC-SG/HSA/solucdo
1(agua:etanol:hidroxido de aménia - 5:2:1), nos tempos de 0, 1, 4, 6 e 24
horas.
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Uma vez que varios medicamentos sao transportados no organismo
durante a distribuicdo ligados a albumina, principalmente aqueles com
carcteristica acida [56], decidimos avaliar o grau de ligacdo do [[*™Tc]-
glucarato]” a soroalbumina humana isolada e ao grupo de proteinas presente
no plasma humano. Os resultados apresentados (figura 15) indicam taxa de
ligacdo relativamente alta — variam de 37 a 57 % - com uma maior taxa de
ligacdo as proteinas do plasma, nos tempos iniciais, mas que apresenta pouca
diferenca em relacdo a ligacdo a soroalbumina humana apés 240 minutos de
incubacéo.

Tendo em vista que a concentracdo de albumina no plasma representa
50 % do total de proteinas plasmaticas, os resultados obtidos sugerem que o
complexo se liga preferencialmente a albumina, dado a similaridade de taxa de
ligacdo. Experimento realizado em nosso grupo com o complexo [[*°"Tc]-
(O).HL91] apresentou taxas de ligagdo muito diferentes para a albumina pura e

para o conteudo do plasma.
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Figura 15: Taxa de ligacdo do [[*°"Tc]-glucarato] as proteinas determinado por
precipitacdo das macromoléculas em etanol seguido de centrifugacdo. e —
precipitado da albumina; A — precipitado do plasma.

Esse percentual de ligagdo ndo pbde ser visualizado no ensaio por
cromatografia em camada delgada, e isso se justifica pelo fato de as interacdes
com as proteinas transportadores serem reversiveis, pois quanto maior a

afinidade com a proteina transportadora, menor sua disponibilidade para o

tecido-alvo. [56]

4.2 - Preparacéo do (**F)FAZA

O (*®F)FAZA foi preparado, como representado na figura 16, segundo
procedimento descrito na literatura para um processo de marcacdo nao
automatizado, ou seja, todas as etapas da reacdo foram realizadas
manualmente. Devemos lembrar que, diferentemente do processo de producao
da (*®F)FDG, em que o produto final pode ser obtido puro apds passagem em
uma série de filtro sep-pak, o produto de reacdo para obtencéo do (*®F)FAZA

precisa ser purificado por HPLC.

O,N NO,
TsO 0 )\ 1.[K/2.22]°F bmso B 0 /k
X > NN
NTNN 5
\ / . NaOH \ /
— 3. NaH,PO, —
AcO AcO HO OH

Figura 16: Reacdo de sintese do (*|F)FAZA a partir de seu precursor.
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Inicialmente, apods o final da reacdo o produto foi analisado em HPLC,
com passagem das amostras simultaneamente em detetor de UV a 340 nm
(picos em 6,2; 16,3 e 21,5 minutos) e de radiacdo (picos em 3,5; 8,0; 16,2 e
25,5 minutos). Além disto, previamente foram analisados, por UV, uma amostra
do produto de referéncia, no qual o flior € um isétopo estavel, e uma amostra
do fluoreto radioativo. Todos os cromatogramas sao apresentados na figura 17,
e fica evidente a obtencdo do (®F)FAZA (detetor de radiacdo) quanto

comparado ao tempo de retencdo de 15,5 minutos do (*°F)FAZA padréo.
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Figura 17: Cromatogramas (A) (*°F)FAZA — Padrdo no radioativo detetado
por UV a 340 nm; (B) Produto para reacdo para obtencdo do (‘*F)FAZA
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detetado por UV a 340 nm; (C) Produto para reacdo para obtencdo do
(*®F)FAZA detetado pela emissdo de radiacdo; (D) (**F)fluoreto detetado pela
emissao de radiacao.

Nos cromatogramas do produto de reacao obtidos tanto em UV quanto
por radiacdo foram registrados outros picos além do produto de interesse. O
(*® F)fluoreto radioativo foi identificado e tem tempo de retencéo préximo aos 25
minutos.Todavia faltava identificar esses outros picos, entdo fizemos as
analises de outros possiveis subprodutos de cada etapa da reacdo, a saber:
precursor hidrolisado (AZAOAc) e a solugcdo de reagdo antes da etapa de
hidrélise — aqui denominado de (**F)FAZAOAC.

No caso do AZAOAc, o precursor hidrolisado da reacao foi injetado no
HPLC e registrado em UV a 340 nm, conforme figura 18. O tempo de retencao
obtido foi de 21,8, concordante com o pico observado no cromatograma de

reagdo analisado em UV (figura 17).

Tres 31808 b - St 359,14 et

LSO T 2 RO PR OO KR Rl T W Y i

mh

Figura 18: Cromatograma em UV a 340 nm do precursor AZA apos etapa de
hidrélise igual a realizada para a reacéo de fluoracdo do (**F)FAZA.

Também uma aliquota da reacgéo de fluoragdo do AZA foi retirada antes
da etapa de hidrélise e analisada em HPLC nos detetores de UV e radiacéo.

No caso do registro em UV foi detetado um pico com tempo de retencéo de em
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6,1 minutos, sugerindo tratar-se do produto objeto de substituicio do grupo
tosilato por nucledfilo, provavelmente a H,O, gerando o AZAOAc. Descartamos
tratar-se do precursor TSAZAOAcC integro, uma vez que O mesmo nhao
apresenta absorcéo a 340 nm. O registro no detetor de radiacdo mostrou aquilo
que ja parece ser o produto final (**F)FAZA, com tempo de retencéo em 16,3
minutos, e outros trés picos com tempos de retencdo em 3,5; 7,0 e 9,0 minutos.

O produto com tempo de retencdo em 3,5 minutos ndo pode ser
identificado e ele permanece como contaminante, mesmo apés a etapa de
purificacdo, como veremos mais adiante; os outros dois picos sugerem ser o
(*®*F)FAZAOAc com diferentes graus de hidrélise, o que vemos no
cromatograma da reacdo geral como um pico entre 6 e 10 minutos, o qual €

eliminado no processo de purificacao.
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Figura 19: Cromatogramas do produto de reacdo para obtencdo do do
(*®F)FAZA antes da fase de hidrdlise. (A) Detecdo por UV a 340 nm; (B)
detecdo por emissédo de radiacao.

4.2.1 — Purificacdo do (*®F)FAZA

Para a purificacdo do produto desejado — (*®F)FAZA, utilizamos o
mesmo tipo de coluna em sua versdo semi-preparativa como fase movel
acetonitrila:tampao fosfato 5 mM (65:35), em mesma coluna C18, diferenciando
apenas o fato de ser semi-preparativa — ao contrario do que é relatado nos
artigos, onde se usa como fases moveis solucdes de etanol:tampéao fosfato ou
metanol:tampdao fosfato. [35] [57] Fonte bibliografica invalida especificada.

[58], uma vez que estes sistemas nao estavam nos permitindo isolar o produto.
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Devido a impossibilidade de acompanhar o registro da saida do material
radioativo diretamente no detetor de radiacdo, devido a alta atividade da
amostra e sensibilidade do detetor, as fracbes foram coletadas manualmente
em fracdes de 4 mL/min e o produto eluido nos tempos de 5 e 6 minutos, que
era a sequéncia que continha a maior radioatividade, foram misturados e
reanalisados, utilizando o procedimento padrao (figura 20).

Para se ter certeza do produto eluido na coluna semi-preparativa,
amostra do padréo (*°F)FAZA foi eluida nas mesmas condicdes.

Uma vantagem ao utilizarmos essa nova fase movel, foi permitir a
evaporacao mais rapida do solvente e a reformulacdo do produto final em um
volume adequado aos estudos biologicos a serem realizados posteriormente.

A pureza radioguimica aumentou de 44,80 % para 86,72 %. Neste

ponto, o rendimento de reacéo foi de 17,9 % (ndo corrigido para o decaimento).

I
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Figura 20: Cromatograma em detetor de radiacdo do (*|F)FAZA apds a
purificacdo e evaporacéo da acetonitrila.



4.2.2 — Determinacédo da atividade especifica do (**F)FAZA

Para o calculo da atividade especifica foi necessaria a determinacao das
areas dos picos resultantes da analise detetor UV para as diferentes
concentracbes utilizadas no estudo. Com os valores de area e as
concentracfes dadas em mol, foi possivel tracar uma linha de tendéncia, que
pode ser visualizada na figura 21. Através da equacéo resultante, foi possivel

calcular a atividade especifica da injecdo no final da sintese, que foi de 333

MBg/mmol.
Atividade Especifica do (18F)FAZA
14000000
12000000 "/27:
10000000
+0,001
s 8000000
g ©0,015
T 6000000
©0,079
4000000
+0,884
2000000
/ * 1,000
0
0 02 04 06 08 1 1,2
mol

Figura 21: Grafico demonstrando a linha de tendéncia tracada para o calculo

da atividade especifica do (*®F)FAZA.
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4.3 — Estudos bioldgicos in vitro

4.3.1 — Andlise de parametros bioquimicos nas culturas de células em

normoxia e hipoxia

As células tumorais B16F10 e Tm1N3 foram cultivadas em meio de
cultura apropriado, em condicfes de normodxia e de hipodxia (1 % de O, 94 %
de N2 e 5 % de CO,). Para entender como essas duas condi¢cfes alteravam
alguns dados bioquimicos, amostras da solucdo da cultura das células, em
ambas as condicfes, e do meio de cultura original foram analisados em um
equipamento para gasometria - Radiometer ABL800 Flex.

Os resultados encontrados sdo apresentados nas tabelas 1 e 2, e
mostram claramente como a hipdxia altera o metabolismo celular, diminuindo o
pH do meio, aumentando o consumo de glicose e a liberacdo de acido latico,
em concordancia com outros trabalhos descritos na literatura. [59]

Parametros como a pressdo de CO; e de O, foram mensuradas para

possivel correlacdo com estudos futuros.
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Tabela 1: Dados bioquimicos de meio de cultura e meio de cultura contendo
células de tumor murino B16F10 mantidas e condi¢des de normdxia ou hipoxia.

Linhagem celular B16F10
Dados Condi¢cdes experimentais
bioquimicos Hipd6xia |Normoxia| Meio sem células
pH 6,62 6,94 7,30
cGlu 2,23 3,73 10,67
cLac 15,33 12,27 1,40
pCO; 29,37 16,67 20,77
pO, 137,33 145,33 155,67

pH = concetracdo hidrogenioibnica, cGlu e clLac

concentracado de

substratos em mmol/L, pCO, d PO, = presséo dos gases em mmHg.

Tabela 2: Dados bioquimicos de mieo de cultura e meio de cultura contendo
células de tumor murino Tm1N3 mantidas e condicfes de normoxia ou hipdxia.

Linhagem celular Tm1N3
Dados Condigcbes experimentais
bioquimicos Hipoxia|Normoxia|Meio sem células
pH 6,74 6,96 7,28
cGlu 4,37 5,50 11,03
cLac 11,97 10,00 0,67
pCO, 31,17 18,47 22,33
pO, 139,00 147,33 156,67

pH = concetracdo hidrogenioibnica, cGlu e cLac = concentracdo de
substratos em mmol/L, pCO, d PO, = pressado dos gases em mmHg.

4.3.2 — Captacao do [[*™Tc]glucarato] em norméxia e hipéxia

Na avaliacdo da captacdo do [[*"Tc]glucarato] em células foram

seguidos procedimentos padréo utilizados em nosso laboratorio, com a variante
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de que um grupo de células foi mantido sob atmosfera 1 % de O,, 94 % de N, e
5 % de CO; (hipdxia). [42]. Esse grupo permaneceu sob hipoxia por 24 horas,
onde apos esse periodo o meio foi trocado, o radiofarmaco adicionado ao meio
e as células voltaram a essa condi¢cao por tempos pré-determinados (15, 60,
120 e 240 minutos). O mesmo foi procedido para o grupo que permaneceu em
condicdo de normoxia.

De modo geral ndo observamos diferenca de captacédo do radiofarmaco
nas células sob condicdo de hipoxia ou norméxia, exceto no tempo de 1 hora,
quando a captacdo em hipoxia foi 1,5 vezes maior que a observada em
normoéxia. Todavia, em valores absolutos, as taxas de captacdo séo tao baixas

gue ndo apresentam nenhum resultado pratico (figura 22).

0,25

0,20

0,15

B hipdxia

W normoxia

0,10

0,05

0,00 -

5 min 60 min 120 min 240 min

Figura 22: Captacdo do [[**"Tc]glucarato] em B16F10. Azul — em hipéxia;
Vermelho — em norméxia.

A fim de avaliar a interferéncia da glicose contida no meio, alteramos o
meio de cultura das células do RPMI para um meio de baixa concentracdo de

glicose, comparando o uso de meio com e sem glicose. Observamos que, ao
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utilizarmos o meio com glicose em sua composicdo, em nenhum dos tempos a
condicdo de hipéxia favoreceu a captacéo do [[*°"Tc]glucarato] pelas células,
ao contrario, diminuindo até o tempo de 120 minutos, onde a taxa de captacao
volta a subir, no entanto, ndo alcanca a encontrada sob norméxia (figura 23).
Utilizando o meio sem glicose, temos um leve aumento da captacdo em

condicdo de hipoxia, em relacdo a normodxia, que, no entanto, nao €

significativa.

0,25

0,20

0,15 M Hipdxia com Glicose
B Normoxia com Glicose
= Hiodxi .

0,10 Hipdxia sem Glicose
B Normodxia sem Glicose

0,05

0,00

15 min 60 min 120 min 240 min

Figura 23: Captacéo do [[**"Tc]glucarato] em B16F10. Azul — em hipdxia com
glicose; Vermelho — em norméxia; Verde — em hipdxia sem glicose; Roxo —
em normoxia sem glicose.

O mesmo foi realizado com relacdo as células da linhagem Tm1N3, as
quais, ao contrario da B16F10, demonstraram uma curva de captacdo bem
definida quando do meio sem glicose, apesar de como na outra, nao

apresentar aumento de captacao em condic6es de hipdxia. Para 0 meio com

glicose me sua composicao, a taxa de captacdo foi a mesma até o tempo de
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120 minutos, sendo superada pelo grupo em condi¢cdes de normoxia apos 240

minutos (figura 24).

0,25
0,20
0,15 M Hipdxia com Glicose
Normoxia com Glicose
0,10 Hipdxia sem Glicose
m Normoxia sem Glicose
0,05
0,00
15 min 60 min 120 min 240 min

Figura 24: Captacao do [[**"Tc]glucarato] em Tm1N3. Azul claro — em hipdxia
com glicose; Rosa — em normoxia; Verde claro — em hipdxia sem glicose;
Lilds — em normoxia sem glicose.

Além disto, também utilizamos células de carcinoma mamario MDA-mb-
468. Estas foram escolhidas como modelo de captacdo, também, por ter sido
inclusa nos ensaios como referéncia para avaliagdo de Glutl por citometria de
fluxo (item 4.3.3). Pudemos observar uma maior captacéo do [[**"Tc]glucarato]
nas células em condi¢des de hipdxia, quando comparada aquelas mantidas em
condi¢cdes de normdxia, da ordem de 1,5 vezes, tanto para as células B16F10,
guanto para a MDA-mb-468, nos tempos de 5 e 60 minutos, mas sem se

observar aumento na taxa de captacdo entre os dois pontos medidos (figura

25).
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0,25

0,20

0,15 —  MBI16 hipdxia
B16 normodxia
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0,10 MDA hipoxia
MDA normoéxia

0,05

0,00

5 min 60 min 120 min

Figura 25: Captacdo do [[**"Tc]glucarato] em B16F10 cultivada em meio de
baixa glicose. Azul escuro — em hipoxia; Laranja — em normoxia; e em MDA-
mb-468 cultivada em meio de baixa glicose, Verde oliva — em hipdxia;
Amarelo — em normoxia.

Um resultado intrigante foi a reversdo, aos 120 minutos, na taxa de
captacdo nas células em condi¢cbes de hipdxia e normdxia, que caiu de 1,5
vezes para aproximadamente 0,5 vezes, ou seja, maior nas células em

normoxia (figura 25). Novamente, as taxas de captacdo sdo tdo baixas que nédo

apresentam nenhuma aplicacao pratica.
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4.3.3 — Captacdo do (**F)FAZA em norméxia e hipoxia

Ja a captacdo do (*|F)FAZA, realizada somente em células B16F10,
demonstrou possuir uma taxa de captacdo bem elevada quando em
comparacao ao [[**"Tc]glucarato]’, no entanto, a taxa maxima obtida ndo chega
a 1 % (figura 26). A taxa de captacdo em hipdxia supera a encontrada quando
em situacdo de normoxia até os 60 minutos, como o esperado. Todavia, no
tempo de 180 minutos observamos um decréscimo na taxa de captacdo nas

duas situacdes, sendo aquela em normoxia superando a de hipéxia.

1,10

1,00

0,90 -

0,80 -

0,70 -

0,60 -

B % em hipoxia

0,50 - L.
! B % em normoxia

0,40 -
0,30

0,20 -

0,10 -

0,00 -

15 min 60 min 180 min

Figura 26: Captacéo do (**F)FAZA em B16F10. Azul. em hipéxia; Vermelho.

em normoxia.
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4.3.4 - Citometria

Esse ensaio foi realizado com o intuito de reconhecer a expressao de
Glutl nas células de estudo, B16F10. Para isso, foram utilizadas células MDA-
mb-468, referidas como padrdo para a expressao desse receptor. [45]

No ensaio para MDA-mb-468, podemos ver o perfil das células através
do dot plot, o qual apresenta duas populacdes de células. Através da sele¢éo
dessas populacdes, podemos ver que aquela que apresentava a distincao
entre 0s anticorpos era a selecionada pelo gate 2. Desta forma, foram juntados
os dados obtidos para a aquisicdo das células marcadas com o isotipo e com o
anti-Glutl em um histograma, demonstrando a diferenca entre os dois, como

pode ser visualizada na figura 27 abaixo:

1024

768

512

256

T T T 3 4
0 256 512 768 1024 10 10
FSC-H
Histogr Filename Parameter # of % of all |% of gated | Median | Geometric (V) Peak Value Peak Channel
am# Events cells cells Mean
1 Data.006 FL1-H 3605 36.05 75.97 6.98 7.65 207.74 57.0 6.49
2 Data.005 FL1-H 5341 53.41 100.0 2.37 2.51 211.71 61.0 2.53

Figura 27: Dot plot com o perfil das células MDA-mb-468 (gate 2 — em azul), e
histograma com o perfil do isotipo (em azul) e do anti-Glutl (em preto), com
dados de aquisi¢ao na tabela.
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Ja para as células B16F10, podemos observar apenas uma populacéo
mais forte, no dot plot, demonstrada na selecao pelo gate 1 (figura 28). E no
histograma, para avaliacdo da presenca de Glutl nessas células, vemos na
verdade, uma sobreposicdo do anticorpo de interesse sobre o isotipo utilizado

(figura 29), ndo sendo possivel, desta forma, afirmar a presenca do mesmo.

Gate 1

Gate 3
1024 75

768 56

512 38 1

256 191

0

" " r 0 2
0 256 512 768 1024 10 10 10 10 10
FSC-H FL1-H
Histogr Filename Parameter # of % of all | % of gated | Median | Geometric cv Peak Value Peak Channel
am# Events cells cells Mean
1 Data.013 FL1-H 242 2.42 3.19 87.77 128.73 210.21 7.0 56.74
2 Data.012 FL1-H 7484 74.84 100.0 13.46 15.27 870.08 53.0 11.34

Figura 28: Dot plot com o perfil das células B16F10, e histograma com o peffil
do isotipo (em vermelho) e do anti-Glutl (em preto), com dados de aquisi¢cdo
na tabela.

Todavia, ensaio realizado em nosso grupo referente ao efeito da
captacdo de '®FDG (sabidamente mediado por Glutl) em células B16F10
mostrou crescente captacdo do radiofarmaco, atingindo a taxa de
aproximadamente 30 % ap0s 60 minutos. Esta captacao intensa foi totalmente
blogueada com diferentes concentragcbes de D-glicose. Assim, outros
experimentos precisam ser realizados para melhor entender o ocorrido.

Park, 2012 confirma que a captacdo do (**F)FDG esta correlacionada

em melanomas com a expressao tanto de Glutl como a de Glut3. No entanto,
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ele discute trabalhos onde a expressao de Glutl pode estar suprimida em
algumas linhagens de melanoma, expressando, assim, somente Glut3. [60]
N&o foram feitas analises para a linhagem Tm1N3. A expresséo de Glut3 néao
foi avaliada por ndo haver anticorpo anti-Glut3 murino disponivel. Enquanto
Isnardi, 2012 demonstra que o [[**™Tc]glucarato] é captado via Glut5, o0 mesmo
transportador da frutose o que corrobora a baixa captacdo encontrada nos

ensaios com o perfil de expresséo. [61]

4.4 — Estudos bioldgicos in vivo

4.4.1 - Biodistribuicdo por imagem

Ap6s 14 dias do in6culo das células tumorais em regido inguinal, o
animal foi injetado com cerca de 185 MBq e foram adquiridas imagens
cintilograficas dindmicas num total de 106 quadros (1 quadro/minuto). O
animal foi anestesiado com uma mistura de isofluorano:O, (1,5:2,5 L), num
fluxo médio de 2 L/min.

As imagens foram processadas em programa ImageJ, e através de um
quadro tardio da imagem dinamica € possivel perceber um delineamento da
regido tumoral (figura 29). O [[*®™Tc]glucarato] teve uma captacdo muito alta
nos rins e bexiga — 6rgédos de eliminacdo, os quais podem ser visualizados
perfeitamente na imagem, bem como a cauda - regido de injecdo do
radiofarmaco (injetoma). No entanto, ha uma captacédo consideravel no corpo

todo do animal, possivelmente por se tratar de um analogo de glicose.
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Figura 29: Imagem y- cintilogréfica dindmica de 2 horas do animal 1 (detetor 1
e 2) — quadro tardio. ImageJ.

Como o tumor do animal foi considerado demasiado grande, utilizamos
um animal com apenas 7 dias p0és-inéculo, em regido inguinal, o qual foi
injetado com cerca de 148 MBq e foram adquiridas imagens planas e
tomograficas por SPECT. N&o foi possivel a distingdo da area tumoral através
de imagem cintilografica neste animal (figuras 30 e 31), mesmo na imagem
estatica tardia (figura 31). No entanto, podemos observar com clareza os rins e
a bexiga, 6rgdos que fazem parte da via de eliminacdo do radiofarmaco
[*™Tc]glucarato]’, além da cauda (local de injecdo do radiofarmaco). Apés 3h,
podemos observar o delineamento da estrutura 0ssea e articulacdes (figura
31). Dada a afinidade do glucarato pelo célcio (Ca*"), é possivel que haja a
dissociacdo do complexo, com o glucarato se ligando ao componente mineral
da matriz 6ssea (cristais de hidroxiapatita, fosfato, calcio) e o [**"Tc]tecnécio ao
componente organico (colageno), como ocorre com o [[*°™Tc](OH)(mdp).]*.

[62]
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Figura 30: Imagem y-cilografica dinamica de 1 hora do animal 2. ImageJ.
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Figura 31: Imagem y-cilografica estatica do animal 2, 3 horas p.i.. ImageJ.
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No entanto, o tumor pbéde ser identificado através das imagens

tomograficas SPECT/CT (figura 32), onde a bexiga do animal esta bem

proxima ao tumor. Isto pode explicar o motivo da néo visualizacdo do mesmo

através da imagem cintilogréfica plana, uma vez que a captacdo do complexo

na bexiga € muito maior do que nas areas de interesse dentro do tumor, e, pela

localizagéao, pode haver um mascaramento, mesmo em imagem tardia, onde a

captacdo em bexiga ainda é

intensa.
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Coronal Sagital Transversal

Figura 32: SPECT/CT de animal com implante de células B16F10 e injetado
com cerca de 148 MBq de [[**"Tc]glucarato]. Amide.

Uma vez constatado que o sistema urinario é a via de eliminagdo do
complexo [[**™Tc]glucarato], o tumor foi implantado preferencialmente em
regiao de térax, para menor interferéncia vesical.

Em animal com implante de B16F10 em regido toraxica, podemos
visualizar em imagem fusionada do tipo PET/CT pontos hipercaptantes dentro
do tumor, provavelmente correspondentes a regides de hipoxia (figura 33). No
entanto, em partes fisiolégicas, vemos além da bexiga, conhecido 6rgdo de
excrecdo, capacdo acentuada em regifes Osteo-articulares, como em joelhos e
coluna. Pontos de hipercaptacdo no abdémen também podem ser vistos, e sédo
esperados, uma vez que é relatada a eliminagdo do radiofarmaco através do

trato biliar, apés metabolizagédo hepatica. [63]
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Coronal Sagital Transversal

Figura 33: PEC/CT de animal com implante de células B16F10 e injetado
com cerca de 74 MBq do (*®F)FAZA. Amide.

A fim de compararmos a captacdo dos dois radiofarmacos do estudo
com a do (**F)FDG - radiofarmaco usado para estadiamento e avaliacdo de
metastases tumorais para diversos tipos de canceres, foi adquirida imagens do
tipo PET/CT de camundongo sob as mesmas condicdes. No entanto, ao
fusionar as imagens em software Amide, tivemos que usar um Threshold
maximo de 99,9 % para que fosse possivel visualizar a captacdo do mesmo

(figura 34).
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Coronal Sagital Transversal

Figura 34: PEC/CT de animal com implante de células B16F10 e injetado com
cerca de 37 MBq do (**F)FDG. Amide.

Para o (**F)FDG vemos além da captacdo fisiolégica em coracdo e
cérebro, uma forte captacdo em todo o tumor, diferentemente dos
radiofarmacos em estudo, 0s quais apresentam captacdo somente em pontos
dentro do tumor — supostamente regides de hipoxia.

Pensando ainda se este era o melhor modelo tumoral, realizamos
imagens de camundongos C57BI6 implantados com outro tipo de melanoma —
Tm1N3 — uma linhagem n&o tumorigénica derivado de células melan-a. [41]
Essa diferenca de captacdo visualizadas nas figuras 35 e 36 para o
[[*°"Tc]glucarato] e para o (**F)FAZA, respectivamente, pode ser justificada
pelas diferencas fisiolégicas de cada linhagem tumoral, uma vez que as areas
de hipoxia/necrose dentro do tumor derivado de TmIN3 sdo mais bem
delimitadas do que no tumor derivado de B16F10, o qual apesar de apresentar
muitas areas de hipdxia, estas sdo de pequena extensao e rodeadas de vasos

sanguineos. Esta caracteristica pode facilitar um equilibrio entre a captacao e
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extrusdo do radiofarmaco, dificultando uma visualizacdo através de imagens.
As caracteristicas histologicas dos tumores pode ser vista na figura abaixo
(Anexo I).

Um melanoma, ja que apresenta em sua histologia maior distancia entre
0s vasos do que a B16F10 (Anexo I), e portanto formaria areas de hipdxia
melhor definidas. O que é visualizado tanto para o [[*™Tc]glucarato] quanto

para o (*®F)FAZA (figuras 35 e 36).

Coronal Sagital Transversal

Figura 35: SPECT/CT de animal com implante de células Tm1N3 e injetado
com cerca de 148 MBq de [[**"Tc]glucarato]. Amide.
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Coronal Sagital Transversal

Figura 36: PEC/CT de animal corﬁ implante de células Tm1N3 e injetado c
cerca de 74 MBq do (*®F)FAZA. Amide.

Essa diferenca de captacdo pode ser justificada pelas diferencas
fisiolégicas de cada linhagem tumoral, uma vez que as é&areas de
hipéxia/necrose dentro do tumor derivado de Tm-1N3 s&do mais bem
delimitadas do que no tumor derivado de B16F10, o qual apesar de apresentar
muitas areas de hipdxia, estas sdo de pequena extensao e rodeadas de vasos
sanguineos. Esta caracteristica pode facilitar um equilibrio entre a captacao e

extrusdo do radiofarmaco, dificultando uma visualiza¢do através de imagens.

4.4.2 — Biodistribuicéo ex vivo

A biodistribuicdo, feita com 3 animais por tempo, € apresentada nas

figuras 37, como porcentagem de dose injetada por 6rgaos (% id/6rgao) e 38
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como porcentagem de dose injetada por grama de orgaos (% id/g 6rgao).
Através delas, confirmou-se a grande captacao visualizada no sistema urinario
através das imagens. E possivel observar uma eliminacdo renal intensa nos
tempos de 15, 60 e 240 minutos, porém no tempo de 120 minutos ocorre uma
grande concentracdo do produto na bexiga — que poderia advir do produto
concentrado na cauda dos animais, que perfundiu para o resto do corpo,
durante o tempo de repouso. Como ndo foi possivel recolher a urina dos
animais, também ndo é possivel comprovar efetivamente o fato, mas a
perfusdo a partir da cauda pode ser vista nas imagens.

E, ainda, possivel evidenciar um “clearence” da captacdo sanguinea ao
longo do tempo, condizente com o “clearence” renal. A captagcdo nos tecidos,
0sseo, muscular e sanguineo foram corrigidas de acordo com a massa média
esperada para essa espécie. [47] Os dados de captacao 6ssea observados na
biodistribuicdo corroboram com os dados de imagem mostrados nas figuras 31

e 32.
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Figura 37: Grafico da biodistribuicdo do [[*"Tc]glucarato]em camundongos
C57BIl/6 implantados com tumores derivados de células B16F10. Dados

fornecidos em % de dose por 6rgao.

Além da captacdo no Orgdo-alvo, € importante relacionar a captacado

desse com 0Orgédos vizinhos. No caso do melanoma, essa relagdo é importante

principalmente para o musculo e sangue (T/M e T/S). Dessa forma, podemos

ver através do grafico abaixo (figura 39) que o tempo 6timo para essa relacao

seria o0 de 120 minutos, onde T/M =8,63 e T/S = 4,37.
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Figura 38: Grafico da biodistribuicdo do [[**™Tc]glucarato] em camundongos
C57BIl/6 implantados com tumores derivados de células B16F10. Dados
fornecidos em % de dose injetada por grama de 6rgéao.
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Figura 39: Gréfico demonstrando as relacdes T/M e T/S ao longo do tempo de
biodistribuicdo do [[**"Tc]glucarato] em camundongos C57BI/6 implantados
com tumores derivados de células B16F10. A relacdo é estabelecida em % de
dose por grama de 6rgéo.
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Para animais implantados com Tm1N3, podemos ver o mesmo perfil de
biodistribuicdo encontrado para animais implantados B16F10, como pode ser
visualizado nas figuras 40 e 41. No entanto, a captacdo em tumor se mostrou

maior, o que corrobora com a aquisi¢cao de imagens, demonstrada na figura 35.
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Figura 40: Grafico da biodistribuicdo do [[**"Tc]glucarato]em camundongos
C57BIl/6 implantados com tumores derivados de células Tm1N3. Dados
fornecidos em % de dose por 6rgao.
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Figura 41: Grafico da biodistribuicdo do [[*™Tc]glucarato] em camundongos
C57Bl/6 implantados com tumores derivados de células Tm1N3. Dados
fornecidos em % de dose injetada por grama de 6rgéao.

Embora as relacbes T/M e T/S (figura 42) sejam menores do que as
encontradas para tumores derivados de B16F10, indicando uma menor
especificidade na captacao tumoral, a relacdo T/S aumenta ao longo do tempo,
sugerindo um maior acumulo dentro do tecido tumoral. No entanto, a relacéo
T/M tem uma queda ao tempo de 2 horas, mas a esse tempo pudemos

observar uma intensa captacdo em algumas areas dentro do tumor (figura 35),

sugerindo a especificidade do radiofarmaco para regides de hipodxia.
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Figura 42: Gréafico demonstrando as relagdes T/M e T/S ao longo do tempo de
biodistribuicdo do [[**"Tc]glucarato] em camundongos C57BI/6 implantados
com tumores derivados de células Tm1N3. A relacéo é estabelecida em % de
dose por grama de 6rgéo.

Ao utilizarmos o (*®F)FAZA, produto referéncia para deteccdo de regides
de hipoxia, vimos uma captacao alta em osso e musculo (figuras 43 e 44), o
gue nao era esperado, ja que Souvatzoglou, 2007 relata haver uma baixa
captacdo nesses tecidos. [64] No entanto a captacdo em rins, figado e trato
gastrointestinal condiz com o relatado na literatura. [63] [64]

As relacdes T/M e T/S para o (**F)FAZA podem ser visualizadas na

figura 45, e demonstram a especificidade desse radiofarmaco.
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Figura 43: Gréfico da biodistribuicdo do (**F)FAZA em camundongos C57BI/6
implantados com tumores derivados de células B16F10. Dados fornecidos em
% de dose por 6rgao.
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Figura 44: Gréfico da biodistribuicdo do (**F)FAZA em camundongos C57BI/6
implantados com tumores derivados de células B16F10. Dados fornecidos em
% de dose injetada por grama de 6rgao.
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Figura 45: Gréafico demonstrando as relacdes T/M e T/S ao longo do tempo de
(**F)FAZA em camundongos C57BI/6 implantados com
tumores derivados de células B16F10. A relacao é estabelecida em % de dose
por grama de 6rgao.

biodistribuicdo do

4.4.3 — Autorradiografia dos tumores injetados com [[**"Tc]glucarato]

Foi demonstrada a captacdo do complexo [[*°"Tc]glucarato] em regides

intratumorais também através de autorradiografias. Onde vemos uma relacdo

homogénea e de baixa captacdo em tumores de B16F10, no entanto, em tumor

Tm1N3, vemos uma grande regidao de hipercaptagédo (azul) como pode ser

visualizado na figura 46. Ainda podemos ver uma baixa captacdo em toda a

cortex renal, sabidamente hipoxiada. Todavia, ndo foi possivel sua correlacéo

histopatolégica, uma vez que os cortes ndo ficaram bons para essa finalidade.
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Figura 46: Autorradiografia de tumores derivados de células B16F10 — (A) e
(B); tumor derivado de Tm1N3 — (C); e rins — (D), de animais injetados com o
complexo [[*™Tc]glucarato]".
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O kit de glucarato é de facil preparacdo, bem como sua marcacao com
[*™Tc]O4, formando o complexo [[*"Tc]glucarato], o qual apresentou
eficiéncia de marcacdo superior a 95 %, e portanto de uso adequado
para pesquisa.

O comportamento do [[**"Tc]glucarato] em eletroforese evidencia a
carga negativa do complexo, em concordancia com dados da literatura.
A utilizacdo da eletroforese como meio de avaliar a estabilidade do
[[*"Tc]glucarato]  frente a cisteina e histidina, foi eficiente, mas
demonstraram que o complexo ndo € estavel em contato com
aminoacidos.

Os testes de ligacdo dos complexos de [*™Tc]tecnécio & albumina,
avaliado por CCD, também demonstrou a estabilidade do complexo por
até 1 hora, mas apés 4 horas ja sdo observadas alteracdes no
comportamento do complexo.

Os testes de ligacdo [[*"Tc]glucarato] a albumina ou ao plasma
demonstraram resultados muito proximos, sugerindo que a albumina
sirva como o principal transportador do complexo em sistema biolégico.
A sintese do (*®F)FAZA, seguiu como o descrito na literatura, mas sua
purificacdo precisou ser ajustada, com alteracdo da fase moével em
relacdo aquela sugerida. No entanto, demonstrou rendimento e pureza
compativeis com o descrito e, portanto, aceitos para uso em pesquisa.

A captacdo do [[*"Tc]glucarato] em células é baixa e ndo dependente
das condicdes de hipdxia ou normoxia. A expressdo de Glutl nas
células de B16F10 é baixa, conforme demonstrado por citometria, mas o

mecanismo de captacdo ndo parece ser guiado por esta via, uma vez
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que a utilizacdo de meio de cultura com diferentes concentracdes de
glicose, ndo modificaram o comportamento.

A captacdo do (*®F)FAZA foi demonstrada in vitro e foi influenciado pela
condicao de hipdxia ou normoxia.

Tanto a captacdo do [[*°"Tc]glucarato] quanto do (**F)FAZA puderam
ser visualizadas por imagem em tumores implantados em camundongos,
todavia, as imagens do (*®F)FAZA apresentaram qualidade superior a do
[[*°"Tc]glucarato], e as areas de hipdxia sdo mais evidentes de acordo
com a histologia tumoral, como péde ser visto ao compararmos tumores
derivados de células B16F10 e de Tm1N3. O modo de aquisicdo das
imagens também € importante para areas tdo pequenas, sendo mais

indicada a utilizacédo de colimador do tipo pinhole de 5 furos.

10)Tanto o [[®™Tc]glucarato] quanto o (*®F)FAZA demonstraram uma

captacdo Osteoarticular importante, demonstrada ndo somente através
das imagens quanto nos ensaios de biodistribuicdo ex vivo, e que nao
sao descritas em literatura, sugerindo que hajam estudos futuros sobre o

tema.

11)Foi demonstrada a captacéo do complexo [[*™Tc]glucarato] em regides

intratumorais também através de autorradiografias. No entanto, nédo foi
possivel sua correlacado histopatologica, uma vez que 0s cortes nao

ficaram bons para essa finalidade.
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Figura 47: Dados histoldgicos de tumores derivados de B16F10 — A. Tecido
marcado com CD34 (marcador de vasos sanguineos) e contracorado com
hematoxilina — seta aponta um vaso sanguineo; B. Tecido corado com
hematoxilina/eosina, onde a seta aponta areas de hipOxia, e inicio de necrose;
C. Imagem mostrando a distribuicdo de doxorrubicina (azul) em relacdo aos
vasos sanguineos marcados com o marcador de perfusdao DIOC-7 (amarelo),
vasos ditos funcionais, o verde representaregides de hipoxia (anticorpo anti-
EF5) [65]; e dados histolégicos de tumores derivados de Tm-1N3 — D. Tecido
marcado com CD34 (marcador de vasos sanguineos) e contracorado com
hematoxilina — seta aponta um vaso sanguineo; E. Tecido corado com
hematoxilina/eosina, onde a seta aponta areas de hipdxia, e inicio de necrose
(Imagens cedidas pela Dr.2 Camila M. L. Machado).
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