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Resumo

Lafratta, A.E. Preparo e avaliagdo dos complexos de derivados de

6768Gayg4lio, [*™Tcltecnécio e (***In)indio, como

tiossemicarbazonas com (
potenciais agentes para deteccdo de tumores [dissertacdo]. Sao Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2016.

Nas ultimas décadas a medicina nuclear tornou-se uma grande aliada no
auxilio ao diagnéstico de doencas e também para o tratamento do cancer.
Parte deste sucesso esta relacionada a constante pesquisa e desenvolvimento
de novos radiofarmacos.

Uma classe de molécula que vem se mostrando promissora para O
tratamento de tumores, tanto na sua forma organica quanto na forma de
complexos organo-metalicos, é a tiossemicarbazona e seus derivados, os quais
também podem formar complexos com radioisétopos metélicos dando origem a
radiofarmacos para diagnostico e terapia.

Neste trabalho foram preparados complexos com o ligante benzil-5-
hidroxi-3-metil-5-fenil-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carboditionato (H.bdtc) com os
radioisétopos [*"Tcltecnécio, (7% Ga)galio e (***In)indio, e foram avaliados a
pureza radioquimica, Log P e a estabilidade na presenca de L-cisteina,
L-histidina, soro albumina humana (SAH) e plasma de sangue humano;
também foram avaliadas a taxa de captacdo dos radiofarmacos in vitro em
células de melanoma murino B16F10 e TM1M, além da avaliacdo da captacao

ex vivo e in vivo utilizando camundongos C57B/6 inoculados com as duas



linhagens tumorais. Com o [*™T]tecnécio foram obtidos dois complexos
diferentes, dependendo da concentracdo do PBS na solucdo, sendo que em
um deles foi possivel confirmar sua estrutura como [[*™Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] a
partir do complexo de rénio [ReO(bdtc)(Hbdtc)], o outro complexo de
[®*MTcltecnécio, bem como de (*"®Ga)galio e (*!In)indio ndo tiveram a
estrutura caracterizada. A eficiéncia de marcacdo dos complexos foi superior a
90 %, com Log P maior que 1 para os complexos [[**"Tc]O(bdtc)(Hbdtc)],
[[*°™Tc]-bdtc] e [*7%®Ga-bdtc] e 0,9 para [**In-bdtc]. Todos os complexos se
mostraram com boa estabilidade na presenca de L-cisteina e L-histidina,
principalmente na primeira hora de incubacdo, mas ndo o foram na presenca
de SAH e plasma. A captacado in vitro dos complexos em células B16F10 e
TM1M variou entre 0,6 % e 1,8 %, e nos estudos de biodistribuicdo ex vivo foi
obesrvada intensa e persistente captacao hepatica e no baco, superando 90 %,
e captacdo no tumor variando de 0,2 % a 3 %, enquanto que nas imagens in
vivo nao foi possivel observar de forma uma adequada captacdo nos tumores a
ponto de permitir o uso como agente de diagndstico.

Os resultados permitem concluir que os complexos de derivados
tiossemicarbazonas podem formar complexos com diferentes metais, mas
novos derivados devem ser preparados para tentar melhorar o desempenho
nos sistemas biolégicos.

Os experimentos com animais foram aprovados pela Comisséo de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Medicina — USP, processo 372/12.

Descritores: Tiossemicarbazonas; Complexos metélicos; Quelantes; Deteccdo

de tumores; Melanoma; Radioisétopos em medicina; Tecnécio; Rénio; Galio;
Indio; Radiofarmécia; Medicina nuclear.



Abstract

Lafratta, A.E. Preparation and evaluation of the thiosemicarbazone derivative
complexes (*"®Ga)gallium, [®™Tc]technetium and (**!In)indium as potential
agents for tumor detection [dissertation]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,

Universidade de Sao Paulo; 2016.

In recent decades, nuclear medicine has been used as diagnostic agent
for disease and for the treatment of cancer. Part of this success is related to the
constant research and development of new radiopharmaceuticals.

Thiosemicarbazone and their derivatives have proven to be promising
agent for the treatment of tumors, both in its organic form or as organo-metallic
complexes. Also, they can to form complexes with metal radioisotopes giving
radiopharmaceuticals for diagnosis and therapy.

In this work we prepared complex of benzyl-5-hydroxy-3-methyl-5-
phenyl-4,5-dihydro-1H-pyrazol-1-carboditionato  (Hbdtc) with radioisotopes
[®*"Tcjtechnetium (("®8Ga)gallium and (*!In)indium and the radiochemical
purity, Log P and stability in the presence of L-cysteine, L-histidine, human
serum albumin (HSA) and human blood plasma were assessed; also were
assessed the in vitro uptake rate of radiopharmaceuticals in murine melanoma
cells B16F10 and TM1M, besides the evaluation of ex vivo uptake and in vivo
using C57BI/6 mice inoculated with both tumor lines.

with [®™T] technetium two different complexes were obtained,

depending on the concentration of the PBS in the solution, and one of them was



had its structure to confirm as [[>"Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] from the standard
rhenium complex [ReO(bdtc)(Hbdtc)], the other [*°™Tc] echnetium complex as
well as ((7®8Ga)gallium and (**In)indium not have characterized the structure.
The labeling efficiency of compleos was higher than 90%, with log P higher than
1 for the complexes [[**™Tc]O(bdtc)(Hbdtc)], [[*™Tc]-bdtc] and [(®"%®Ga)-bdtc]
and 0.9 to [**In-bdtc]. All the complexes showed good stability in the presence
of L-cysteine and L-histidine, especially in the first hour of incubation, but not in
the presence of HSA and plasma. The uptake in vitro complexes in B16F10 and
TM1M cells varied between 0.6% and 1.8%, and in ex vivo biodistribution
studies was obesrvada intense and persistent liver uptake and spleen,
exceeding 90%, and tumor uptake in changing from 0.2% to 3%, while in vivo
imaging was not possible to observe a properly uptake in tumors, not allowing
to use these molecules as a diagnostic agent.

The results indicate that the thiosemicarbazone derivative complex can
give complexes with different metals, but new derivatives should be prepared to
try to improve performance in biological systems.

The animal experimentation was approved by Comissdo de Etica em

Pesquisa da Faculdade de Medicina — USP, proccess 372/12.

Descriptors: Thiosemicarbazones; Metal complex; Chelate; Tumor detection;
Melanoma; Radioisotopes in medicine, Technetium; Rhenium; Gallium; Indium;
Radiopharmacy; Nuclear medicine.
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1 INTRODUCAO

1.1 Complexos organometalicos em medicina

A quimica dos complexos organometalicos, ao menos nha idade
moderna, comecou a ser desvendada em 1760 quando um farmacéutico do
exército francés, preparou um liquido vermelho fulmegante e inflamavel,
proveniente da mistura As,O3; e CH3CO;K, dando origem aos compostos
[(AsMe;),0)] e outros derivados. Diversos outros compostos foram preparados
nas décadas seguintes, mas foi em meados dos anos de 1950 que a quimica
dos complexos organometalicos aplicados a medicina toma corpo e, desde
entdo, esse campo de estudo € responsavel por desvendear mecanismos
biolégicos mediados por metais ou desenvolvimento de medicamentos
baseados em complexos organometalicos®

No desenvolvimento de medicamentos é importante destacar a
preparacdo e o uso da cisplatina [cis(diaminodicloro)platina(ll)], desenvolvida
nos anos de 1960, a qual apresentou grande eficacia no tratamento de tumores
de ovario e testiculo. Todavia, sua ampla utilizacéo foi prejudicada pelos efeitos
colaterais intensos, como o alto poder de toxicidade renal e neuroldgica, e por
surgimento de um processo de resisténcia das células tumorais aquele
composto?.

Desde entdo, a pesquisa sobre complexos organometalicos vém se
desenvolvendo a passos largos, tanto na incorporagdo de novas moléculas

organicas, também chamadas de ligantes, quanto na diversificacdo dos metais



33

utilizados na formacéo dos complexos, buscando aumentar o efeito terapéutico
dos produtos, principalmente no tratamento do cancer®.

Duas classes de compostos que vem sendo bastante investigada sao as
tiossemicarbazona e ditiossemicarbazonas, as quais tém sido utilizados, na
forma de moléculas organicas ou derivados organometalicos no tratamento de
diversas doencas, devido ao seu potencial de acdo como: antimalaria®

antiviral®, fungicida® e antichagasico’.

1.2 Tiossemicarbazonas e tiossemicarbazatos: Estrutura molecular e sintese.

Tiossemicarbazona €é uma classe interessante de moléculas,
multifuncional, com diferentes aplicacdes como medicamentos, tanto na sua
forma organica quanto na forma de complexos organometalicos®®.

As tiossemicarbazonas possuem uma estrutura basica, C=N-NHCS-
NH2, quando ndo substituidas na posicdo N-4. (Figura 1), enquanto o0s
tiossemicarbazato possuem a estrutura C=N-NHCSS-R. O a&tomo de enxofre
em posicdo anti, caracteriza a importancia de ligagdo de hidrogénio
intramolecular entre o nitrogénio da imina e os hidrogénios da tioamida. Por
outro lado, este arranjo estrutural muda significativamente se for adicionados
grupos substituintes na posicao N-4, favorecendo a conformacao sin entre o

atomo de nitrogénio da imina e o atomo de enxofre'® (figura 1).
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R, W H,N N
“SNH TSNH
H NR3R4 (a) (b)
\
Ry /N—\/\ 2\
2) —N S sin 5 SR s SR

R, R; e R, = H, alquil ou aril

R4, Ro, Rz e Ry = H, Alquil e aril

Figura 1. Estrutura da tiossemicarbazona (1,2) e tiossemicabazato (a,b).

As tiossemicarbazonas séo obtidas de forma direta através do processo
reativo de condensacdo quimiosseletiva com aldeidos e cetonas. Na forma
indireta, com a utilizacdo de hidrato de hidralazina. Possui baixo custo de
sintese e economia de atomos®’, uma vez que durante as sinteses, todos 0s
atomos sdo incorporados as novas moléculas. Na figura 2 é apresentado o
estudo retrossintético para demonstrar as possiveis formas de obtencdo das

tiossemicarbazonas que também podem ser aplicadas ao tiossemicarbazatos.
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Figura 2. Andlise retrossintética de tiossemicarbazonas.

1.2.1 Tiossemicarbazonas em oncologia

A partir dos anos de 1990, as tiossemicarbazonas passaram a ser
investigadas com maior profundidade, como agentes para tratamento do
cancer™.

Um dos mecanimos de acdo para essa classe de compostos € sua
atuacdo como inibidores da enzima ribonucleotideo redutase, que catalisam a
conversdo de nucleosideos em desoxinucleotideos, impedindo assim, a

A2 Quando associado com metais, como cobre

formacao da molécula de DN
e ferro, atua como inibidores de topoisomerase lla, enzima responsavel pela
regulacdo da topologia do DNA no processo de replicacdo, transcricao,
recombinacao e remodelagem da cromatina®.

Estudos tém demonstrado que complexos metdlicos de

tiossemicarbazonas sdo potencialmente mais ativos contra células tumorais,
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gue as proprias moléculas organicas. Como exemplos, complexos de platina(ll)
e paladio(1)***®, mostraram-se eficazes no tratamento de neoplasias
resistentes a cisplatina®, o mesmo ocorrendo para complexos contendo cobre
e ferro’.

Complexos de cobre(ll) possuem aspectos importantes para estudos
antineoplasicos™®!%2%?! Novos métodos ainda estdo sendo revisados, mas um
estudo utilizando complexo de cobre demonstrou promover, in vitro, a morte de
células de leucemia humana, por apoptose®®.

Compostos de  zinco(ll) demonstraram  excelente  atividade
antiproliferativa in vitro contra as células de quatro linhagens de células
humanas de cancer: HelLa (adenocarcinoma de colo), K562 mieldide (leucemia
cronica), MDA-MB-361 e MDA-MB-453 (cancer de mama). O estudo mostrou
gue a tiossemicarbazona e os complexos de zinco foram 10 mil vezes mais
potente que a cisplatina, mas os diferentes tipos de célula apresentaram
diferentes suscetibilidades?®.

Em outro estudo, desta vez utlizando estanho(lV) como metal,
complexos de tiossemicarbazona tiveram o poder antiproliferativo alterado em
varias linhagens tumorais, quando a estrutura foi modificada de um complexo
diclorobistiossemicarbazona para a estrutura clorodibenzilsemicarbazona®.

Complexo de tiossemicarbazona com ruténio também possui atividade

antitumoral contra algumas linhagens tumorais®*2*%°

. Quando comparado a
cisplatina, em um estudo utilizando linhagens de células humanas de tumor:
MCF-7 e MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama), HCT 116 e HT-29 (ambas

carcinoma colorretal), o complexo de ruténio foi mais ativo em todas as

linhagens celulares®.
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Ferro (Fe®*") é essencial para a progress&o do ciclo celular e a sintese de
DNA e, potencialmente, representa um novo alvo molecular para o
desenvolvimento de novos agentes antitumorais. O aumento da captacao e
utilizacdo desse metal ocorre em virtude dessas células possuirem niveis
significamente mais elevados de receptores de transferrina do que células
saudaveis®’. O ligante Dp44mT complexado ao ferro é tdo eficaz quanto a
Triapina 3-AP (Figura 3) na inibicdo do crescimento de carcinoma do pulméo
DMS-53, neuroepitelioma SK-N-MC e melanoma SK-Mel-28%8. Triapina 3-AP é
um derivado de tiossemicarbazona, potente inibidor da enzima ribonucleotideo
redutase, que se encontra em estudo clinico de fase Il, para tratamento de

cancer mestastatico ou recorrente de cabeca e pescogo®.

(A) (B)
N3
4 - 2
N
SN S

Figura 3. Estrutura da Triapina 3-AP (A) e do Dp44mT (B).

Complexos de gélio também exercem efeitos antiproliferativos inibindo o
ferro(lll)-dependente da enzima ribonucleotideo redutase. Como descrito
anteriormente, esta enzima catalisa a reagéo limitante na sintese de DNA.

Além disso, € altamente ativada na proliferacdo das células tumorais e,



38

portanto, € considerado um excelente alvo para a quimioterapia de tumores

72,75

1.3 Radiofarmacos

Radiofarmacos séo preparacdes farmacéuticas que contém um ou mais
radioisotopos; por possuirem nucleos instaveis, sofrem decaimento radioativo
emitindo radiacdo corpuscular (particula) ou eletromagnética e séo utilizados
em medicina como agentes para tratamento do cancer®® e diagnéstico de
outras doencas como: doenca arterial coronariana®*?, deméncia, epilepsia,

acidente vascular cerebral®®

, além de exames de cintilografia renal para
diagnéstico de nefrite®*.

O decaimento dos radiois6topos pode ocorrer por 6 formas diferentes,
conforme apresentados na tabela 1. Os decaimentos alfa e beta dao origem as
particulas alfa (He®*) e beta (e), as quais sdo utilizadas em processos
terapéuticos; a emissado de positron embora emita uma particula [0 pdsitron ou
elétron positivo (e")], este é rapidamente aniquilado dando origem a radiacdo
gama, que juntamente com o decaimento por captura eletrbnica e a emissao
gama propriamente dita, fornecem radiag@o eletromagnética, a qual é utilizada

em processo diagnostico; a fissdo espontanea da origem a dois novos nucleos

e néutrons, os quais podem ser utilizados para produzir outros radioisétopos®.



Tabela 1. Exemplos de formas de decaimento de radioisétopos.
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Tipo de Radiagao Equacao geral Modelo
decaimento emitida
; 4 A-4y , 4 e
Decaimento alfa 2@ A% —m 480 4 S @ — @ .8;
Pai Particula alfa
Decal b 0g Ax —» _ Ax 4+ Og &
ecaimento beta = 7 Z+1 -1 — -
“Pai Particula beta
issa i 0 A Ay + 0 Qe
Emissao de positron +1 B zx — ;1 X+ 7B @ — ‘@ -0
Pai Pdsitron
Captura eletronica X rays ’}X + _?e —»Z_;‘ X' + Xray ﬁ@ e —> @ A% %% 2
Pai elétron Raio-X
relaxagao 4 0
Emissao gama oY Axs ——s Axs v "@ — AN
Pai
(estado excitado) Raio gama
2 -
Fiss@o espontanea  Neutrons A+§I)C/x — EX' + exv +Cdn & — %
\ . ?
ENERGIA 9
Pai Neutrons
(instavel)

FONTE: Adaptado de "Nuclear Decay Reactions" - http://chemwiki.ucdavis.edu/

Dentre os radioisétopos utilizados rotineiramente para terapia podemos

citar os emissores beta Y, **sm "Lu e ®®Re, enquanto para diagnéstico

podemos citar os emissores de pésitron C, ¥F, ®*Cu e ®Ga, e os emissores

de radiacdo gama (emissdo gama ou captura eletrénica) ®’Ga, *!In e o *™Tc,

sendo este ultimo, utilizado na maioria dos procedimentos diagndstico em

medicina nuclear®.

Dentre os metais, °‘Ga, °®Ga, Y e 'In tem uma quimica de

coordenacao muito parecida, assim radiofarmacos preparados para diagndstico
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com °’Ga, ®®Ga e In poderiam ter o metal substituido por *°Y e passar a ser
utilizado para terapia; 0 mesmo acontece para *"Tc e '*®Re. Além disso, a
utilizacdo de radioisOtpos em substituicdo aos metais nao radioativos de
medicamentos pode ajudar a desenvolver estudos farmacocinéticos para esses
farmacos ou potencializar efeitos terapéuticos associando a entrega de

radiacéo beta ao tumor®.

1.3.1 Galio em medicina nuclear

Ja foram identificados 30 is6topos de Ga, com massa atébmica variando
de 56 a 86. Todavia, somente aqueles compreendidos entre massa de 66 a 74
(tabela 2) possuem tempo de meia-vida fisica com potencial de aplicacdo na
area médica ou bioldgica®’. Na pratica sdo utilizados os radionuclideos ®’Ga,
um emissor gama e ty, = 78 h, permitindo obtencédo de imagens SPECT, e o
®Ga, um emissor de pésitron e ti, = 68 min, permitindo obtencdo de imagens

por PET®,



Tabela 2. Alguns nuclideos de galio e caracteristicas fisicas.
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Simbolo  Z(p) N(n) Massa Meia-vida Modo de Nuclideo
do isotépica (u) decaimento filho
nuclideo
Energia de excitacao
®Ga 31 35 65931589 9,49 h B Zn
%Ga 31 36 66,9282017 3,26d EC 7Zn
®%Ga 31 37 67,9279801 67,71min B %7Zn
*Ga 31 38 68,9255736 Estavel (60,11 %)
B~ (99,59) “Ge
®Ga 31 39 69,9260220 21,14(3) min
EC (0,41%) "°Zn
"Ga 31 40 70,9247013 Estavel (39,89 %)
?Ga 31 41  71,9263663 14,095 h B “Ge
"Ga 119.66 keV 39,68 ms IT “Ga
®Ga 31 42 72,9251747 4,86 h B Ge
"Ga 31 43  73,926946 8,12 min B "Ge
“"Ga 59.571 keV 95s

FONTE: Adaptado de “isotopes of gallium”, http://en.wikipedia.org/wiki/lsotopes_of_gallium.

O ®’Ga, produzido em ciclotron através da reacdo (°**"zn(p,2n)®’Ga),

tem sido rotineiramente utilizado em medicina nuclear e devido a sua meia-vida

fisica de 3,26 dias, o que permite que seja distribuido para usuarios distantes

do centro de producdo. As energias de emissdo gama 93 keV (38%), 185 keV

(24%) e 300 keV (16%), ndo sao as ideais para as gamas camaras disponiveis

atualmente, mas permitem obter imagens satisfatérias®’.

O principal radiofarmaco de galio, o [*’Ga(cit),]*, foi inicialmente

desenvolvido para imagens de disturbios 0sseos, mas foi considerado pouco


http://en.wikipedia.org/wiki/Proton
http://en.wikipedia.org/wiki/Neutron
http://en.wikipedia.org/wiki/Electron_capture
http://en.wikipedia.org/wiki/Electron_capture
http://en.wikipedia.org/wiki/Isomeric_transition
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eficiente, exceto em casos de osteomielite®*. O composto também tem sido
utiizado para diagnéstico de linfomas, mesmo com imagens de baixa

4041 O radiofarmaco [*’Ga(cit),]* também tem sido utilizado na

qualidade
diferenciacdo de miocardite aguda em casos de infarto agudo do miocardio* e
na diferenciacdo de nefrite intersticial aguda (NIA) e necrose tubular aguda
(NTA)*, O uso do [¥'Ga(cit),]>* deverd se manter por algum tempo,
principalmente devido a falta de acesso ao **FDG ou a tecnologia PET/CT*.

Outro radionuclideo, o %Ga, apresenta algumas caracteristicas
vantajosas, como a emissdo de pasitron (Emax=1,899 keV) e possibilidade de
ser obtido a partir de sistema gerador *®Ge/®®Ga, o qual, apesar de conhecido
desde os anos de 1960, ganhou versfes comerciais para uso em clinicas de
medicina nuclear, por volta dos anos de 2000**.

Essa disponibilidade permitiu aumentar o nimero de pesquisas para
utilizacéio do *®Ga na producéo de radiofarmacos, inclusive préprio [®*Ga(cit),]*
em substituicdo a molécula marcada com o ®Ga®™, mas prinpalmente
baseados em peptideos, dos quais alguns, como o PSMA* e RGD* ja sdo
utilizados no diagnéstico em pacientes. Para a marcacdo de peptideos é

necessario acoplar a eles um quelante, assim, foram desenvolvidos diversas

moléculas com propriedade de complexar o Ga (figura 4)*.
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Figura 4. Quelantes utilizados para complexar galio*®

1.3.2 indio em medicina nuclear

Ja foram identificados 39 is6topos de In, com massa atémica variando
de 56 a 86, todavia, somente aqueles compreendidos entre as massas 108 a
117 (tabela 3) possuem tempo de meia-vida fisica com potencial de aplicacao
na area médica ou biolégica. Na pratica é utilizado o radionuclideo **In, um
emissor gama [171 keV (90% abundance) e 245 keV (94% abundance)], ti, =

2,8 dias e producado em ciclotron [**'Cd(p, n)**In]*°



Tabela 3. Alguns nuclideos de indio e caracteristicas fisicas.
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Simbolo Z(p) N(n) Massa Meia-vida Modo de Nuclideo
do isotdpica (u) decaimento filho
197 49 58  106.910295 32.4 min B 197cd
108 49 59  107.909698 58.0 min B 1%8cq
191y 49 60  108.907151 4.2 h B 1%9¢d
109m1n 1.34 min IT 19
109m2)n 209 ms
1R 49 61  109.907165 49h B 1ocq
M 49 62  110.905103 2.8047 d EC tcd
i _ B* (56%) H2cd
In 49 63  111.905532 14.97 min ) 1
B~ (44%) Sn
Hzmiin 2056 min  B° 12cq
112m2) 690 ns
H2m3|n 2.81 us
3n 49 64  112.904058 Estavel (4,29 %)
*(99.5% Hicd
“In 49 65  113.904914 719s B_ ( : 11
B~ (0.5%) Sn
IT (96.75% 14
Hmn 49.51d X ( ) 11a
B* (3.25%) cd
IT (96.75% n
HAm2In 43.1 ms +( : 1a
B* (3.25%) cd
14m3|n 4.3 us
115 4.41x10"a __ 115
In 49 66  114.903878 (75.71 %) B Sn
IT (95% 13
HoMin 4.486 h ) (95%) s
B~ (5%) Sn



http://en.wikipedia.org/wiki/Proton
http://en.wikipedia.org/wiki/Neutron
http://en.wikipedia.org/wiki/Electron_capture
http://en.wikipedia.org/wiki/Isomeric_transition
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Tabela 3. Alguns nuclideos de indio e caracteristicas fisicas (continuagao)

B— 1168[’]
“In 49 67  115.905260 14.10's e
EC cd
temin 127.267 keV 54.29 min
116m2) 289.660 keV 2.18s
n 49 68  116.904514 43.2 min B 17gn
_ B (52.91% sn
HMn 315.302 keV 116.2 min ( : e
IT (47.09%) In

FONTE: Adaptado de “isotopes of indium”, http://en.wikipedia.org/wiki/lsotopes_of indium.

Uma das principais aplicacdes do ***In na medicina nuclear é na forma
do radiofarmaco [*!In(dota-octreotide)], um peptideo analogo da
somatostatina, que se liga a receptores de somatostatina, comumente
encontrado em Varios tipos de tumores®. Também é bastante utilizado na
forma do complexo [**!In(oxina)s], na marcacdo de elementos sanguineos®,
como leucécitos ou células tronco®?.

Recentemente, trabalhos vém sendo desenvolvidos utilizando **'In na
marcacdo de anticorpos conjugados a ligantes DOTA ou DTPA (figura 5). A
escolha deste radioisétopo se da por sua disponibilidade e meia-vida fisica
longa o suficiente para permitir acompanhar a cinética de acumulo de

anticorpos aos antigenos presentes nas células tumorais.
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Figura 5. Alguns sistemas quelantes para indio.

1.3.3 Tecnécio em medicina nuclear

Ja foram identificados 20 is6topos de Tc, com massa atbmica variando
de 85 a 104, todavia, somente aqueles compreendidos entre as massas 93 a
99 (tabela 4) possuem tempo de meia-vida fisica com potencial de aplicacdo na
area médica ou bioldgica. Na pratica é utilizado o radionuclideo *°™Tc, um
emissor gama (142 keV (100% abundance), t;, = 6 h e obtencéo através do

sistema gerador **Mo/*™Tc (Figura 6)°°.
(66,0 h)

(6,02 h)

(13 %)

2.13x10%a)

"Te

Figura 6. Esquema de decaimento® do **Mo ao *™Tc.



Tabela 4. Alguns radionuclideos de tecnécio e caracteristicas fisicas
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Simbolo Z(p) N(n) Massa Meia-vida Modo de  Nuclideo
do isotépica (u) decaimento filho
nuclideo Energia de excitagdo
“Tc 43 50  92.910249 2.75h B’ *Mo
IT (76.6% *Tc
93miTe 43.5 min ( :
B" (23.4%) *Mo
93m2T 10.2 us
%Tc 43 51  93.909657 293 min B **Mo
*(99.9% *Mo
UM 52.0 min b ) 04
IT (.1%) Tc
STc 43 52  94.907657 20.0 h B’ *Mo
*(96.12% *Mo
95m-|-c 61 d B ( ) 9
IT (3.88%) Tc
%Tc 43 53 95907871 4.28 d B’ **Mo
IT (98% *Tc
%M T 51.5 min ( ) 9
B" (2%) Mo
“Tc 43 54  96.906365 2.6x10° a EC *’Mo
IT (99.66% ’Tc
M 91.4d ( : 97
EC (.34%) Mo
%Tc 43 55  97.907216 4.2x10°% a B *Ru
T [8078keV L 147k
®Tc 43 56  98.9062547 2.111x10°a B~ *Ru
. IT (99.99%) *Tc
mTe 6.0058 h i 0
B~ (.0037%) Ru
FONTE: Adaptado de “‘isotopes of technetium”,

http://en.wikipedia.org/wiki/lsotopes_of_technetium.

Enquanto galio e indio sdo encontrados na natureza com estado de

oxidacao 3+, o tecnécio apresenta caracteristicas quimicas mais complexas,

pois pode apresentar estados de oxidagao 3-, 1-, e de 1+ a 7+, e nimeros de

coordenac&o variando de 4 a 10°*.


http://en.wikipedia.org/wiki/Proton
http://en.wikipedia.org/wiki/Neutron
http://en.wikipedia.org/wiki/Electron_capture
http://en.wikipedia.org/wiki/Technetium-99
http://en.wikipedia.org/wiki/Technetium-99m
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Para preparacdo dos complexos de Tc € necessario reduzi-lo, do seu

estado de oxidacdo 7+ a valores menores, 0 que, ha presenca de gquelantes e

pH apropriado vai permitir a formacao de diferentes complexos®*>°.

Reacéo de oxi-redugéo e de complexagéo
[*MTc]O, e-ox=+7 (impureza)
[9MTc]O, + Sn2+ + quelante — [**MTc]O, e-ox=+4 (impureza)

[*#¥MTc](quelante) e-ox =-1 a +6 (radiofarmacos)

Reacdo de transquelacao

[*MTc]O, + Sn?* + quelante 1 + quelante 2 ——  [9%™Tc](quelante 1)
Aquecimento

ou
Tempo

[**mTc](quelante 2)

Figura 7. Esquema de obtencdo dos radiofarmacos de [*™Tc]tecnécio por
processo de marcacdo direta ou por transquelacdo (e-ox = estado de

oxidac&ao).

Com essa versatilidade, a preparacdo dos radiofarmacos de
[®™Tc]tecnécio pode dar origem a diferentes tipos de complexos, com
diferentes ligantes. Inicialmente foi utilizado na forma de complexos com

agentes detoxificantes como o DMSA e o DTPA (um derivado de EDTA),
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permitiram avaliar a estrutura e morfologia renal, e a filtracdo glomerular,
respectivamente. Depois, a partir da década de 1980, novos quelantes foram
sintetizados e novos radiofarmacos passaram a ser produzidos (Figura 8) para
a avaliacdo da funcdo de diferentes 6rgéos, como o [[*"Tc]O(HMPAO)] e o
[[*°"Tc]O(ECD)], para estudos de perfusdo cerebral, o [[**"Tc]O(MAG:)], para
substituir o [[*™Tc]DTPA] na avaliacdo da funcdo renal, e o
[[*°"Tc](O).(tetrofosmin),]* e [[*™Tc](MIBI)]", para avaliagdo da perfusdo do
miocardio, mas que também se mostraram Uteis para localizacdo de alguns

tipos de tumores®®.

P<| il N
0, ¢ ¢
--._.(|:|’__..‘~‘N > —o N :{t::—r:é‘—cm—
P c\ N,”’ (")\\_’N 0 f|:|
oy +

{

O\H"(') O N/ \S
[B*™Tc](MIBI)]*
[°mTc]O(HMPAO)]
o EtO, OEt
omTc]O(MAG,)]
o . © [*"Tc]OMAG;)] aoﬂﬁp_—O‘:P(/_oa
L0 NH ( e j
EtO “Il'lc J)LoEt U
Vs N Elo—/) k\—oa
EtO OEt
[P*™Tc]O(ECD)] [P*™Tc](O).(Tetrofosmin)]*

Figura 8. Estrutura de complexos de [*"Tc]tecnécio utilizados em medicina
56
nuclear™.

1.3.4 Complexos metalicos radioativos das tiossemicarbazonas

Como visto anteriormente, as tiossemicarbazonas séo ligantes muito

versateis, podendo ser neutros ou anionicos. Uma das primeiras publicacfes
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sobre complexos radioativos de tiossemicarbazonas foi publicado por
Yokoyama e colaboradores®’, onde o [*™Tc]tecnécio foi utilizado para
complexar cetoxal-bis(tiossemicarbazona), em redimento superior a 95 % e
carga neutra, com o sistema renal como principal via de excrecao. Outros
complexos de [*™Tc]tecnécio foram preparados em anos mais recentementes,
como um derivado nitrofuril  tiossemicarbazona com 0 ndcleo
fac-[®™Tc](H.0)3(CO); e avaliado para detecdo de focos infecciosos,
apresentando resultados semelhantes aqueles observados com ciprofluxacina
também marcada com [**"Tc]®, outros derivados também foram preparados,
juntamente com seus homologos de rénio, tendo sido possivel diferenciar
processos infecciosos e inflamatérios®®. A preparacdo de complexos de
tiossemicarbazonas com rénio tem sido realizado para poder caracterizar a
estrutura dos complexos e ajudar a compreeder os mecanismos bioldgicos
observados com os compostos marcados com o [*"Tc]tecnécio®.

Também tém sido reportado a utilizacdo de (°*’Ga)galio e (®*Ga)galio na
preparacdo de complexos. Um desses complexos €é baseado em
acetilacetonato bis-tiossemicarbazona com °’Ga, preparado com pureza
radioguimica de 97 % e captacdo de aproximadamente 6 % do composto em
tumor de fibrossarcoma®; outros compostos derivados de acenaftenequinona
complexados com "*Ga, para caracterizacdo quimica, e ®Ga, para estudos de
captacdo em ceélulas de carcinoma mamario murino EMT6, entre outras,
apresentaram captacdo 50 % maior em condicdes de hipdxia quando
comparada a norméxia. Complexo de 2-acetilpiridine semicarbazona com ®Ga
apresentou captacdo em tumor de mama MDA-MB-231, xenografado em

camundongos, da ordem de 11 %, ap6s 2 horas da injec&o®.
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Existem 4 radiois6topos de cobre (*°Cu, ®*Cu, ®*Cu e ®*Cu) emissores de
positron possiveis de serem utilizado na preparacdo de radiotracadores.
Desses, ®?Cu apresenta energia de emissdo alta, da ordem de 2,92 MeV, e
meia-vida fisica de 9,7 min, e o ®*Cu apresenta energia de emissdo baixa, da
ordem de 0,65 MeV, e meia-vida fisica de 761,9 min, sendo os preferidos para
estudos cuja cinética de distribuicdo seja rapida e longa, respectivamente®,

O is6topo ®°Cu é um emissor de pésitrons, formado & partir do
decaimento de °°Zn, possui tempo de meia-vida de aproximadamente 10
minutos, sufientes para aquisicdo de imagens de boa qualidade para estudos
de perfusdo miocéardica em condicdes de repouso e estresse (Yen et al, 2014).

O %2Cu-PTSM (piruvaldeido bis(N*-metiltiossemicarbazonato)cobre(ll))
foi preparado na década de 1990 e avaliado, em macacos, com potencial
agente para marcacao de perfusdo cardiaca e os resultados mostraram que
além da perfusédo cardiaca o composto poderia ser utilizado para estudos de
perfusdo cerebral®.

Ackerman e colaboradores® avaliaram ligantes mistos de
tiossemicarbazona como potencial agentes para estudos de perfusao
miocardica e durante os estudos demonstraram que a ligagdo de um dos
complexos a albumina humana e canina eram diferentes, demonstrando a
importancia da intercomparacdo de estudos em diferentes espécies para o
desenvolvimento de novos produtos.

Varios derivados de tiossemicarbazonas foram sintetizados e avaliados
sobre potencial uso para diferenciacdo entre areas de normoxia e hipoxia e o

®dcu-ATS(diacetil bis(N*“metiltiossemicarbazonato)cobre(ll)) demonstrou,

in vitro, ser o complexo de escolha para aplicacdes in vivo ®.
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Lihui e colaboradores mostraram que compostos de tiossemicarbazonas
marcados com ®*Cu, além de serem radiotracadores interessantes para a
expressdo de topoisomerase Il em células EMT-6 (carcinoma mamario),
B16F10 (melanoma) e CaSki (carcinoma epidermdide), foram tdo eficientes
quanto Etoposideo®, na inibicdo dessa enzima em células de leucemia
linfocifica®.

Por outro lado, ndo encontramos relatos sobre o uso de
tiossemicarbazatos como complexos com metais radioativos.

Recentemente, o grupo do Prof. Dr. Victor Deflon, do Departamento de
Quimica da Universidade de Séao Paulo, campus Séo Carlos, sintetizou novas
tiossemicarbazonas e tiossemicarbazatos, dentre os quais o Hybdtc (Figura 9)
e preparou os respectivos complexos de rénio®’. Dada & semelhanca quimica
entre o rénio e o tecnécio, decidimos empreender esforcos para preparar 0s
complexos de [®™TcJtecnécio das novas tiossemicarbazonas e
tiossemicarbazatos®, a fim de avaliar o comportamento biolégico em modelos

celulares e em animais.

(A) (B)

Q%NS%S

—

.

Figura 9. Estrutura dos ligantes (A) benzil-5-hidroxi-3-metil-5-fenil-4,5-diidro-1H-
pirazol-1-carboditionato (H.bdtc), (B) [ReO(bdtc)(Hbdtc)]
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho é estudar as condicbes de preparo e
caracterizagcdo  fisico-quimica de  complexos de derivados de
tiossemicarbazonas e tiossemicarbazatos com (*"8Ga)galio, [**"Tc]tecnécio e
(**In)indio, e avaliar o potencial uso com agentes diagnéstico para detecédo de

tumores.

2.2 Objetivos especificos

1- Avaliar diferentes metodologias analiticas para determinacdo da pureza
radioquimica dos complexos;

2- Avaliar a estabilidade dos complexos em condicdes de marcagdo e na
presenca de competidores como L-cisteina, L-histidina e soroalbumina;

3- Avaliar a taxa de captacdo dos complexos em cultura de células de
melanoma B16F10 e TM1M;

4- Avaliar a biodistribuicdo dos complexos em animais por método in vivo e ex

Vivo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Equipamentos e sistemas

- Calibradores de doses, Victoreen, USA, modelo 34-056
- Calibradores de doses, Capintec, modelo CRC-15R

- Contador tipo poco, 1480 Automatic Gamma Counter Wallc wizard 3",

PerkinElmaer Precisely, FInlandia, 2005.

- Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia, Software Class-VP, Shimadzu

Corporation, Japan.

- Flow Scintillation Analyzer, Radiomatic 610TR, Software ProFSA,

PerkinElmer, USA.

- Cuba para eletroforese, Elphor, DR Bender & Dr Hobein, Karlsruhe Miinchen
Zirich, conectada a uma fonte continua E-C Apparatus, modelo n° FB105 LVD,

EC 105.
- Vortex, Quimis, Sado Paulo, modelo Q-220A.

- Agitador magnético com chapa aquecedora, Quimis, Sdo Paulo, modelo Q-

261-22.
- Balanca analitica eletronica, Mettler, Suica, modelo AE 200.
- pHmetro, Micronal, Sdo Paulo, modelo B374.

- Cabine de fluxo laminar, TROX®.
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- Estufa para cultura de células (37 °C com 5 % CO,), Sanyo, MCO-19AIC UV.
- Microscopio invertido, Leica.

- Banho-marias, Sociedade Fabbe Ltda., Brasil, modelo Robertshow.

- Centrifuga, Eppendorf®, modelo 5804-R.

- Coluna C18 (3,9 x 300 mm, 10 uym) - Synergi-Hidro-RP, Phenomenex - USA.

- Frascos de vidro tipo penicilina com 6 a 10 mL de capacidade (lavados com

solucéo de HNO3 a 15 %).

- Frascos de vidro com fundo conico 2,5 mL, WHEATON GRAD V-VIAL®.

3.1.2 Reagentes e solventes

- Ligante Hybdtc e padrdao [ReO(bdtc)(Hbdtc)] preparados pelo grupo do Prof.

Dr. Victor Marcelo Deflon - Instituto de Quimica - USP Sao Carlos.

- Acido cloridrico fumegante (HCI), Merck

- Agua (H0) purificada deionizada, sistema Milli-Q, Millipore Corporation
- Acetona grau PA (CH3COCHSj3), Nuclear.

- Acetona grau HPLC (CH3COCHs3), Vetec.

- Acetonitrila grau PA (CH3N), EM

- Cloreto estanoso diidratado (SnCl,.2H,0), Mallinkcrodt.

- Cloridrato de L-cisteina monoidratada, InLab.

- Cloridrato de L-histidina monoidratada, Merck.
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- Cloroférmio grau PA (CHCI3), Nuclear.

- Dimetilssulféxido - DMSO, (CH3SOCHs3), Carlo Erba
- Etanol grau PA (CH3CH20H), Merck

- Metanol grau PA (CH3OH), EM

- Metanol grau HPLC (CH30H), Vetec.

- n-Octanol grau PA (CH3(CH2);OH), Merck

- Solucao fisiologica 0,9% (NaCl 0,9%), Baxter

3.1.3 Misturas e solucdes

Todas as solugbes aquosas foram preparadas com agua purificada:
- Solucéao aquosa de HCI 10 mM e 100 mM

- Solucdo aquosa de meio de cultura RPMI-1640, suplementado com 5 % de

SFB

- Solucao aquosa de tripsina a 0,25 %

- Solucédo aquosa de corante azul de tripan 0,2 %
- Solucao tampéo fosfato (pH 7) 10 mM e 100 mM

- Solucéo tampéo fosfato salina - PBS (10 mM Na;HPO,, 137 mM NacCl, 2,7

mM KCI, 2 mM KH,PO,, pH 7,2)

3.2 Métodos
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Todas as solugcdes aquosas utilizadas nos experimentos foram

previamente nitrogenadas por periodo minimo de 10 minutos.

3.2.1 Avaliacdo do efeito do pH e temperatura na obtencéo de [[*™Tc]tecnécio

com tiossemicarbazato

Em um frasco tipo penicilina foram dissolvidos 1 mg do ligante H,bdtc
em 1 mL de DMSO. Foram retirados 300 pL dessa solucao e transferidos para
outro frasco tipo penicilina e, em seguida, foram adicionados 300 L de solucdo
contendo 370 MBq (10 mCi) de [*"Tc]O,". O sistema foi mantido sob fluxo de
nitrogénio e apés 5 minutos foram adicionados 20 pL de solug¢do de SnCl,
recém preparada (2,5 mg de SnCl,.2H,0, 10 uL de HCI 37% e 10 mL de H,O
purificada); a solucdo foi mantida em repouso e, apdés 5 minutos, foram
adicionados 380 ou 640 pL de solucdo PBS 0,1 N, e o frascos foram mantidos

a temperatura ambiente (22-25 °C) ou aquecidos a temperatura de 97 °C.

Tabela 5. Condi¢cdes para reagéo entre [®™Tc]tecnécio e H,bdtc

Tampao Temperatura
Exp pH Volume (uL) C0)
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1 3
2 3
3 5
4 5
5 5,5
6 5,5
7 7
8 7
9 7
10 7

PBS 0,1 N
PBS 0,1 N
PBS 0,1 N
PBS 0,1 N
PBS 0,1 N
PBS 0,1 N
PBS 0,1 N
PBS 0,1 N
PBS 0,1 N

PBS 0,1 N

380

380

380

380

380

380

640

640

22-25

97

22-25

97

22-25

97

22-25

97

22-25

97

Os produtos da reacao foram diluidos em H,O a concentracdo de 3,7

MBg/mL (100 pCi/mL) e analisados por HPLC, conforme descrito em 3.3.2.

Solucdes contendo [[*"Tc]O, e [ReO(bdtc)(Hbdtc)] também foram analisadas

para estabelecimento de referéncias.

3.2.2 Preparacao do complexo [[*™Tc](bdtc)(Hbdtc)]

Em um frasco tipo penicilina foram dissolvidos 1 mg do ligante Hjbdtc

em 1 mL de DMSO. Foram retirados 300 pL dessa solucéo e transferidos para

outro frasco tipo penicilina e, em seguida, foram adicionados 300 pL de solucdo

contendo 370 MBq (10 mCi) de [**"Tc]O,". O sistema foi mantido sob fluxo de

nitrogénio e apés 5 minutos foram adicionados 20 pL de solucdo de SnCl,

recém preparada (2,5 mg de SnCl,.2H,0, 10 yL de HCI 37% e 10 mL de H,O
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purificada); a solucdo foi mantida em repouso e, apdés 5 minutos, foram
adicionados 640 pyL de solucédo tampéo fosfato 0,1 M (pH 7), para ajuste do

pH.

3.2.3 Preparacao do complexo [[*°™Tc]-bdtc]

Em um frasco tipo penicilina foram dissolvidos 1 mg do ligante H,bdtc
em 1 mL de DMSO. Foram retirados 300 pL dessa solugéo e transferidos para
outro frasco tipo penicilina e, em seguida, foram adicionados 300 pL de solucdo
contendo 370 MBq (10 mCi) de [*®"Tc]O4. O sistema foi mantido sob fluxo de
nitrogénio e, apos 5 minutos, foram adicionados 20 pL da solucdo de SnCl;
recém preparada (2,5 mg de SnCl,.2H,0, 10 pyL de HCI 37% e 10 mL de H,O
purificada), aguardando mais 5 minutos e adicionando a marcacao 380 pL de
solucdo tampao fosfato 0,1 N (pH 7), a marcacdo foi finalizada apés

aguecimento de 100°C por 5 minutos. O pH final da marcacéo ficou entre 7 e 8.

3.2.4 Preparacado do complexo [**In-bdtc]
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3.2.4.1 Sob aquecimento

Dez microlitros de solucdo contendo aproximadamente 11,1 MBq (0,3
mCi) de *InCl foi tranferido para frasco de vidro com fundo conico e a solucao
foi aquecida a 55°C sob fluxo N,. Apds secagem, foi adicionado 1 mg do
ligante, seguido da adicdo de 1 ml de etanol, o frasco foi fechado e a solucéo

foi aguecida a 90°C, por 30 minutos.

3.2.4.2 A temperatura ambiente

Dez microlitros da solucdo do ligante Hybdtc em CHCI; (10 mg/mL)
foram adicionados em frasco de vidro com fundo coénico de 2,5 mL, seguido da
adicdo de 10 pL de solucdo contendo 11,1 MBq (0,3 mCi) de *!InCls; o volume
foi completado com 1 mL de etanol e o frasco foi mantida em temperatura entre

23 a 25 °C, por 10 minutos.

3.2.5 Preparagao do complexo [®’Ga-bdtc]

A solucéo de 67GaCIg, foi transferida para um frasco de fundo conico e

foi concentrado até a secura, por aquecimento da solucdo a 55 °C e fluxo de

nitrogénio. Ao frasco foi adicionado 1 mg do ligante H,bdtc e, posteriormente,
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1 mL de etanol. A solucdo foi aquecida a 90 °C por 30 minutos, e depois

deixada atingir a temperatura ambiente.

3.3 Determinacao de parametros fisico-quimicos dos complexos

3.3.1 Determinacao da pureza radioguimica por cromatografia planar

Uma gota do produto a ser analisado foi depositado a 1 cm da borda
inferior de tiras de papel cromatografico (8x1 cm) e essas foram colocadas em
um tubo contendo as respectivas fases méveis, conforme tabela 6. Apos a fase
movel ter percorrido 6 cm a partir do ponto de aplicacdo da amostra, a tira de
papel foi retirada do tubo e deixada secar. A distribuicdo da radiacédo foi
analisada colocando a tira de papel em um scanner de radiagcdo ou cortando-a
em 6 segmentos de 1 cm (has extremidades os seguimentos tem 2 cm) e a
radioatividade nos segmentos foi determinada em contador de po¢o. Em
ambos o0s casos, a pureza foi determinada dividindo contagens na area do pico

ou em cada segmento, pela contagem total do sistema.
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Tabela 6. Sistemas cromatograficos utilizados na cromatografia planar para
controle de qualidade dos complexos

Complexos Sistema cromatografico
[™Tc]O4 / [P™Tc]O, / Whatman 3 MM / Acetona
[[*°"Tc]-bdtc] e Whatman 3 MM / NaCl 0,9 %

[[*°"Tc]O(bdtc)(Hbdtc)]

MncCls / [*in-bdtc] Whatman 4 / CHCl3:MeOH (75:25)
678G aCl; / [*"*Ga-bdtc] Whatman 3 MM / Acetonitrila:H,0 (75:25)
®’GaCls / [*'Ga(cit),]* Py:EtOH:H,0 (1:2:4)

Todos o0s complexos para ITLC-SG impregnado com albumina 0,2
estabilidade em albumina ou % /CH3CH,OH:NH,OH:H,0 (2:1:5)
plasma

3.3.2 Determinacgédo da pureza radioquimica por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC)

Amostras dos complexos foram diluidas a concentragédo de 3,7 MBg/mL
(100 pCi/mL) e 10 pL dessas solugdes foram injetadas em um cromatégrafo,
equipado com uma coluna de C18 (3,9x300 mm, 10 um). Foi utilizada a fase
movel acetona:H,O:MeOH (66:22:12), em fluxo de 1 mL/min, no modo

isocratico.
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3.3.3 Determinacao do coeficiente de particéo

Em tubos de ensaio foram adicionados 2,7 mL de solu¢cdo NaCl 0,9%,
3,0 mL de n-octanol e 300 pL da solucéo do radiofarmaco em analise. Os tubos
foram tampados, agitados em vortex por 1 minuto e deixado em repouso por 10
minutos. Aliquotas de 1,0 mL de cada fase foram retiradas, transferidas para
outros tubos e a radioatividade foi medida em um curidmetro. O coeficiente foi
determinado dividindo o valor da atividade encontrada na fase organica (n-
octanol) pelo valor da atividade na fase aquosa (NaCl 0,9%), sendo o resultado

expresso como valor logaritmico do cociente (LogP).

3.3.4 Avaliacdo da estabilidade dos complexos na auséncia ou presenca de

L-cisteina e L- histidina, a 37 °C

Em frascos de vidro foram colocados, independentemente 0,9 mL de
solucéo salina, L-Cys.HCI.H,O (1 mM) e L-His.HCI.H,O (1 mM), preparadas
em (H20) seguido de 100 pL dos complexos marcados. As solugbes foram
incubadas a 37 °C e nos tempos 15, 60 e 120 minutos, amostras foram
retiradas e analisadas por cromatografia planar, conforme descrito em 3.3.1, ou

por HPLC, conforme 3.3.2.
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3.3.5 Avaliacéo da ligacdo dos complexos frente as proteinas plasmaticas e

soroalbumina humana

Em um frasco de vidro tipo penicilina, foram adicionados 1 mL de
plasma ou 1 mL de solucéo de albumina humana a 0,2%, seguido da adicdo de
100 pL da solucao do complexos. Apos incubacao por periodos de 15, 60 e 120
minutos, uma aliquota de 100 pL foi retirada a cada tempo e avaliada por

cromatografia planar, conforme descrito em 3.3.1.

3.4 Estudos bioldgicos in vitro

3.4.1 Cultura de células B16F10 e TM1M

Células B16F10 e TM1M foram cultivadas em garrafas plasticas de 150
cm?, em 25 mL de meio de cultura RPMI suplementado com 10 % de soro fetal
bovino (SFB) e mantidas em estufa a 37 °C, 5 % CO;, e umidade a 95 %. A
cada dois dias ou préoximo a confluéncia de 90%, o meio de cultura foi
removido, as ceélulas foram lavadas com 5 mL de solucdo PBS, em seguida
foram adicionados 3 mL de solucédo de tripsina a 0,25 % as garrafas foram
mantidas em estufa por cerca de 2 minutos. Apos a verificacdo do
desprendimento total das células, utilizando um microscépio de foco invertido,
foram acrescentados 3 mL de meio de cultura suplementado com SFB, a

suspensao de células foi aspirada utilizando pipeta sorologica de 10 mL e
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transferida para um tubo de fundo cénico de 15 mL. O tubo foi centrifugado por
5 minutos a 1200 rpm (259 rcf), o sobrenadante foi desprezado e as células
foram ressuspendidas em do meio de cultura e o volume foi dividido em outras
duas garrafas.

As células TM1M foram cultivadas na presenca de antibidtico
(ampicilina:estreptomicina 10 mg/mL), o qual era retirado uma semana antes

dos experimentos envolvendo os radiofarmacos.

3.4.2 Viabilidade celular por azul de tripan

Foram adicionados 20 pL de uma suspensao de células em um tubo de
microcentrifuga de 200 yL e em seguida, 20 pL de azul de tripan 0,2%. Dessa
mistura foram transferidos 10 pL para a camara de Neubauer, que foi levada ao
microscoépio invertido para contagem das células.

O numero de células em mililitros foi calculado segundo a equacédo 1 e a

viabilidade celular em porcentagem, foi calculado segundo a equacéao 2:

0 & .
Equacdo 1: n@céls/mL= n® céls totais x fdx fc

4

n? céls viaveis
Equacdo 2: V = x 100

n? céls totais
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Sendo, numero total de células contadas divididas por 4, referente ao
namero de quadrantes, fd: fator de diluicdo = 2 (suspenséo celular e azul de
Tripan 1:1), fc: fator de correcdo = 10*. A viabilidade celular foi determinada
através da razao entre células viaveis (ndo coradas) e inviaveis (coradas em
azul). O resultado foi corrigido para o volume total da suspenséo, e o fator de
diluicdo foi calculado para o ensaio desejado. Foram utilizadas células com

viabilidade acima de 95%.

3.4.3 Ensaios de captacéo e eliminacédo dos radiofarmacos em células

3.4.3.1 Plagueamento celular

Garrafas de cultura com células na confluéncia de 90% tiveram as
células desprendidas e centrifugadas. O pellet de células foi ressuspendido em
10 mL de meio de cultura. O nimero total de células foi determinado utilizando
método de viabilidade por azul de tripan (item 3.4.2), e volumes foram
transferidos lentamente para placas de 4 pocos, na concentracdo de 5x10°
células por poco; o volume foi completado com a adicéo lenta para 1 mL com
meio de cultura e a placa foi agitada em leves movimentos circulares para que
as células fossem espalhadas uniformemente nos pocos. As placas foram

mantidas em estufa em condic¢des de cultura, por 24 horas.
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3.4.3.2 Ensaios de captacéo

Trés placas de cultura, com 4 pocos cada, semeadas com 5x10° células
e incubadas previamente por 24 horas, tiveram o meio de cultura aspirado e
acrescido de 1 mL de meio novo, aproximadamente 1 hora antes do inicio dos
experimentos.

Os radiofarmacos foram diluidos a concentracdo de 3,7 MBg/mL (100
puCi/mL), 10 pL da solucdo foram adicionados em cada poco e as placas
retornaram a estufa de cultura, onde permaneceram, respectivamente, por
tempos de 15, 60 e 120 minutos. Ao término de cada tempo, a solu¢cédo de cada
poco foi aspirada e transferida para um tubo plastico, compativel com o sistema
de contagem de radiacdo; em seguida, os pocos foram lavados duas vezes
com 1 mL de solucdo PBS, sendo as solucdes transferidas para outros tubos
para contagem; finalmente, 1 mL de solucdo de NaOH 0,1 N ou tripsina 0,25 %,
foi adicionada aos pocos para lise ou despredimento das células, as quais
também foram foram transferidas para tudos para contagem. Todas as
ponteiras utilizadas para transferéncia das solu¢des entre 0s po¢os e 0s tubos,
foram adicionadas aos respectivamente tubos e a radioatividade em cada um

deles foi determinada em contador gama tipo pogo.

Ap6s 15, 60 e 120 minutos de incubacgédo

Rad:ofarmaco

> (822 (88 183 |55 Il

10pL Contador
Diluigdo Meio de Lavado Lise gama

100 pCi/1 mL cultura PBS celular

Figura 10. Esquema de ensaios de captacao celular
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3.4.3.3 Ensaios de efluxo

Duas placas de cultura, com 4 pocos cada, foram semeadas e
incubadas previamente por 24 horas, tiveram o meio de cultura aspirado e
acrescido de 1 mL de meio novo aproximadamente 1 hora antes do inicio dos
experimentos. Os radiofarmacos foram diluidos a concentracdo de 3,7 MBg/mL
(100 uCi/mL) e 10 pL da solucao foram adicionados em cada poco e as placas
retornaram a estufa de cultura, onde permaneceram por 120 minutos. A taxa de

efluxo foi determinada por dois processos:

3.4.3.3.1 Avaliacao sequencial nos tempos de 15, 60 e 120 minutos

Apods o periodo de incubacdo dos radiofarmacos (120 min), o meio de
cultura dos pocos foram retirados e acomodados em tubos de contagem, as
células foram lavadas com 1 mL de PBS e essa solucao também foi transferida
para tubos de contagem, juntamente com as respectivas ponteiras. O pocgos
foram repostos por mais 1 mL de meio, a placa foi levada novamente a estufa e
0 processo de retirada do meio de cultura, lavagem e reposicdo do meio
repetido aos 15, 60 minutos e aos 120 minutos, apdés o tempo do primeiro
processo de remocgdo do meio de cultura; no dltimo tempo as células também
foram removidas e adicionadas a tubos para determinacdo da radioatividade

(Figura 11).
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Radiofdrmaco 120 minutos de 15 minutos de 60 minutos de 120 minutos de
— captacdo extrusdo extrusdo extrusdo

> 88 I E > (88> (88

Diluigdo CU“U'«! culxura cultura

100 uCi/1 ml == N (@6
3923 (83

Meio de Lavaso Meio de L.naoo Meio de  Lavaco Meio de  Lavado Lise
cultura PBS cultura Pas cultura Pas cultura Pas celular

Contador gama Contador gama Contador gama Contador gama

Figura 11. Ensaio de efluxo celular nos tempos de 15, 60 e 120 min, apds

incubagao inicial por 120 min.

3.4.3.3.2 Avaliacdo no tempo de 120 minutos

ApOs o periodo de incubacao dos radiofarmacos de 120 min, o meio de
cultura dos pocos foi retirado e acomodados em tubos de contagem, as células
foram lavadas com 1 mL de PBS e essa solucdo também foi transferida para
tubos de contagem, juntamente com as respectivas ponteiras. Os pocos foram
preenchidos com mais 1 mL de meio de cultura e a placa foi levada novamente
a estufa por um periodo de 120 minutos. Ao final, o meio de cultura foi
removido e transferido para novos tubos de contagem, os pocos foram lavados
com PBS e as solucbes de lavagem foram transferiadas para outros tubos de
contagem, por fim, as células foram lisadas com 1 mL de solugédo de NaOH 0,1

N para coleta das células e as solucdes foram transferidas para tubo de
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contagem, os quais foram analizados em um contador gama tipo poco (Figura

12).
Radiofdrmaco 120 minutos de 120 minutos de
captacdo extrusdo
1OHL + Meio de E 8
Diluigdo cultura
100 uCi/1 mL ®e (6o o0 3
@® | OO ¥ | OO |O(
Meio de  Lavado Meio de  Lavado Lise
cultura PBs cultura P8s celdar
Contador gama Contador gama

Figura 12. Ensaio de efluxo celular no tempo de 120 min, apds incubacéo inicial

por 120 min.

3.5 Estudos de biodistribuicdo ex vivo e in vivo

3.5.1 Modelo animal

Camundongos C57BIl/6 SPF (Specific Pathogen Free), provenientes do
Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP, foram agrupados em
namero de 6 animais e mantidos em micro-isoladoras acopladas em estantes
com sistema de troca de ar (20 ciclos/h). A temperatura da sala foi mantida
entre 20 °C e 23 °C, com ciclo de fotoperiodo de 12/12 horas, dentro do
Biotério de Experimentacdo do Centro de Medicina Nuclear. Os animais

receberam agua e racéo estéreis ad libitum.



71

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°372/12).

3.5.2 Implantac&o do tumor

Células B16F10 e TM1M de melanoma foram desprendidas da garrafa
de cultura e recolhidas em 2 frascos conicos de 15 mL, cada frasco com 10 mL
de meio de cultura, em seguida foram centrifugadas, o sobrenadante foi
descartado e o sedimentado foi ressuspendido com 3 mL de meio de cultura.
Foram separadas 20 pL da suspensédo de cada linhagem e a viabilidade celular
foi avaliada utilizando solucéo azul de Tripan 0,2 % (3.4.2). As células foram
mantidas em banho de gelo até serem inoculadas por administracao intra-
dérmica de 5x10° células/100 uL de NaCl 0,9 % de B16F10 no dorso superior
direito, de 7 a 10 dias antes da aquisicdo da imagem, e de TM1M no dorso

superior direito, de 10 a 14 dias antes da aquisi¢cdo da imagem.

3.5.3 Biodistribuicdo ex vivo dos radiofarmacos [[**™Tc]-bdtc] e

[[*°™Tc]O(bdtc)(Hbdtc)]

Camundongos da linhagem C57BI/6, machos, com aproximadamente 8

a 10 semanas de vida, com implantes de células B16F10 e TM1M,
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apresentando tumores com volume da ordem de 10 a 12 mm?®, foram mantidos
em jejum de 6 horas. Os animais foram pesados em balanca semi-analitica e
aproximadamente 0,37 MBq (10 pCi) do radiofarmaco foi injetado na veia da
cauda; transcorrido os tempos de 15, 120 e 240 min, 0os animais, em numero
de 3 ou 4 para cada intervalo de tempo, foram anestesiados com isoflurano® e
eutanasiados por remocao do coracdo. Imediatamente apds a eutanasia, uma
fracdo do sangue colhido em frascos de vidro e os tecidos e Orgaos: cérebro,
tiredide, coracdo, pulmao, rins, estbmago, baco, figado, intestino grosso,
intestino delgado, osso, musculo e tumor foram excisados, pesados em
balanca analitica e a radioatividade nos 6rgados e no sangue foi medida em
contador gama, tipo poco. Os dados foram transferidos para planilha eletrénica
e foram calculadas as relacdes de atividade radioativa por 6rgdo e por grama
de 6rgdao.

Procedimento idéntico foi realizado para os animais isentos de tumor.

3.5.4 Biodistribuicado in vivo dos radiofarmacos por imagem

Os camundongos foram anestesiados com uma mistura de 3 % de
isoflurano em oxigénio e foram administrados, por veia peniana, 74 MBq (2
mCi) do radiofarmaco de interesse diluido em 100 uL de solugéo salina. Apos
30 minutos ou 2 horas da administracdo do radiofarmaco, os animais foram
anestesiados e mantidos sob efeito da mistura de isoflurano®, posicionado em
decubito ventral e as imagens foram adquiridas utilizando pinhole de 5 furos e

12x10° contagens/projecdo. Posteriormente imagens tomograficas (CT) foram
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obtidas em campo de visdo maximo de 9,3 x 9,7 cm. Todas as imagens foram
adquiridas em equipamento Triumph Trimodality (Gamma Medica-ldeas Inc.,

Sherbrooke, Canada).

3.5.5 Processamento de imagens SPECT/CT e PET/CT

As imagens foram reconstruidas utilizando o método OSEM, com 5
interacbes para o SPECT. As 512 projecdes adquiridas na tomografia
computadorizada foram reconstruidas pelo método FBP (retroprojecdo
filtrada). As imagens passaram por processo de fusdo com auxilio do software

Amide.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Preparacéo dos complexos de [*™Tc]tecnécio

4.1.1 Avaliacéo do efeito do pH e temperatura na obtencéo de [[**™Tc]tecnécio

com Hsbdtc.

A quimica do elemento tecnécio € bastante complexa, pois o metal exibe
multipos estados de oxidacdo e de coordenacao, os quais variam em funcao do
agente redutor utilizado, do pH do meio reacional e do tipo do ligante.

Artigos publicados na literatura utilizando complexos de *°Tc e "Re, os
quais permitem isolar e caracterizar as moléculas obtidas ou analisa-las por
métodos espectroscopicos, tem demostrando a multiplicidade de compostos
gue podem ser formados em uma mesma reagao.

Como as tiossemicarbazonas sdo ligantes polidentados contendo
atomos de enxofre, nitrogénio e oxigénio que podem se coordenar ao metal,
simultaneamente ou seletivamente, decidimos avaliar o efeito do pH e
temperatura na formacao dos complexos® .

Véarias marcacfes foram realizadas seguindo o procedimento descrito
em 3.2.1. Ao final do processo de mistura dos reagentes foi adicionado solugéo
tampao fosfato 0,1 N pH 3, pH 5 e pH 7, além de se manter o pH orginal, ao

redor de 5,5, obtido no momento da formulacdo. Para todas as situactes

também foi avaliado o efeito da temperatura (ambiente ou aquecimento 90 °C/5
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min) e para a preparacdo tamponada com pH 7, também foi avaliado o efeito
do volume do tampéo. Foram utilizados como referéncia o tempo de retencéo
do [®™Tc]O4 e o do complexo [ReO(bdtc)(Hbdtc)].

A marcacdo realizada em pH 3 mostrou, na analise por HPLC, a
formacéo de trés produtos, com tempos de retencéo de 4,3 min (19,65 %) , 5
min (15,51 %) e 8,8 min (55,95 %) e apds aquecimento da amostra os tempos
de retencdo sao alterados para 2,3 min (18,33 %), 8,8 min (68,44 %) e 12,9 min
(13,22 %) (figura 13). Quando a marcacdo foi tamponada a pH 5,0 outros
produtos puderam ser observados, com tempo de retencédo de 1,9 min (47,89
% ) e 5,0 min (20,17 %); este caso 0 aquecimento apenas alterou a proporcao
dos produtos, respectivamente, para 58,89 % e 32,42 %. O composto com
tempo de retencdo de 1,9 min apresenta 0 mesmo tempo que o obtido para
[®™Tc]O4, mas nenhum apresenta tempo de retencdo de 3,2 min, obtido para o
produto referéncia [ReO(bdtc)(Hbdtc)].

A marcacgéao realizada em pH 5,5, gerou 6 produtos com gquantidades
representativas, mas todos com valores abaixo de 50 % de pureza e nenhum
correspondente ao produto de referéncia com [ReO(bdtc)(Hbdtc)]. O
aguecimento alterou proporcdes dos compostos com tempo de retencéo de 2,3
min e 7,8 min, dando origem a outros produtos com tempos de retencéo
diferentes (figura 13B).

A marcagdo em pH 7 embora também tenha fornecido varios produtos,
permitiu obter dois deles em concentracdo superior a 85 %, influenciadas
principalmente pela concentragdo do tampdo na amostra, mas também
sofrendo influéncia da temperatura. Quando foi utilizado 640 pL de solucéo

tampéao fosfato 0,1 M (pH 7), a temperatura ambiente, obtivemos um produto
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com tempo de 2,3 min (8,49 %) e um principal, com tempo de retencéo de 3,2
min (91,51 %), concordante com o tempo de retencdo do produto referéncia
[ReO(bdtc)(Hbdtc)], ao aquecé-lo o produto se degrada fornencendo os
seguinte compostos de 2,3 min (3,53 %), 3,2 min (16,96 %) e 5,2 min (52,51
%). Ao diminuirmos a quantidade de tampéao para 380 uL, obtivemos produtos
em 2,3 min (43,69 %), 16,8 min (30,69 %) e 24,2 min (25,52 %), ao ser
aguecido toda essa mistura deu origem a 100 % do produto com tempo de
retencdo de 2,3 min (figura 13C).

N&o encontramos na literatura outros relatos sobre efeito da variacdo do
tampdo na formacdo de diferentes complexos, de modo que a informacéo
obtida neste trabalho pode ser importante no desenvolvimento de novos
produtos, notadamente naqueles em que kits liofilizados sdo reconstituidos
com a adicdo de tampdes no momento da reconstituicao.

Para compreender o que ocorre com o produto com tempo de retencao
de 2,3 minutos, isolamos os dados na (figura 14, tabela 7), onde se pode
observar efeitos de pH, temperatura e concentracdo do tampao na

porcentagem de formacao.
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Figura 13. Cromatogramas (A) Marcacdo com variacdes de pH 3,0 - 5,0 e
temperatura; (B) Marcacdo em pH 5,5 e variacbes de temperatura; (C)
Marcacdo em pH 7, com variacdes de volume final de tampé&o (* 380 uL ou 640

uL) e temperatura.
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Figura 14. Rendimento do composto [[*™Tc]-bdtc] em funcdo do pH,
temperatura e volume de PBS 0,1 N (*380 pL ou 640 pL).

Tabela 7. Rendimento do composto [[**™Tc]-bdtc] em funcédo do pH,
temperatura e volume de PBS 0,1 N.

Volume
pH Tampéo (uL) Temperatura (°C) Rendimento
pH 3,0 PBS 0,1 N 640 97 18.33%
pH 5,5 PBS 0,1 N 640 97 34.39%
pH 5,5 - - 22-25 18.61%
pH 7,0* PBS 0,1 N 380 97 100%
pH 7,0* PBS 0,1 N 380 22-25 43.69%
pH 7,0 PBS 0,1 N 640 97 3.53%
pH 7,0 PBS 0,1 N 640 22-25 8.49%
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Com excesséao daquela estrutura que se pode preparar um complexo de
rénio e caracteriza-lo, todos os outros compostos demandariam um trabalho
imenso para prepara-los e caracteriza-los do ponto de vista fisico-quimico e
biologico. Desta maneira decidimos seguir o trabalho com o composto de
estrutura conhecida e aquele que apresentou concentracdo de 100 %, com

tempo de retencéo de 2,3 min.

41.2 Preparacdo e controle de qualidade dos complexos

[[*°"Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] e [[*°™Tc]-bdtc]

Com base nos experimentos que permitiram definir pH, temperatura e
guantidade de agente tamponante, novas preparacfes foram realizadas e,
além da analise por HPLC, também foram relizadas analises por cromatografia
em camada delgada, para permitir identificar a possivel formacdo da espécie
hidrolisada/reduzida [[**™Tc]Os..

A anélise por HPLC do produto de reacdo entre H,bdtc e [[*°"Tc]O.,
tampao fosfato 0,1 M (pH 7) e temperatura ambiente, permitiu observar a
formacdo de dois produtos principais (figura 15A), aquele com tempo de
retencdo de 3,2 min (91,51 %), com retencdo compativel com o produto
referéncia [ReO(bdtc)(Hbdtc)] (figura 15B) e outro com tempo de retencado de

2,3 min (8,49 %).
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Figura 15. Cromatogramas em HPLC: (A) Complexo [[**™Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] por
deteccdo em Flow Scintillation Analyzer, Radiomatic 610TR, processado em
software ProFSA, PerkinElmer. (B) Padrao néo radioativo [ReO(bdtc)(Hbdtc)]
detectado por UV a 180 nm, utilizando HPLC, Software Class-VP, Shimadzu.

Para avaliar a formacdo da espécie [®"Tc]O, que ndo pode ser
determinada em andlise por HPLC utilizando colunas de fase reversa, uma vez
que fica retida nela, foram utilizados os sistemas cromatografico papel

Whatman 3MM/NaCl 0,9 % e papel Whatman 3MM/acetona, nos quais as
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impurezas [[**"Tc]O4 e [*"Tc]O,, independente da fase mével, apresentam Rf
=0,9-1,0 e Rf = 0-0,1, respectivamente, enquanto complexos lipofilicos tendem
a apresentar Rf préximo a zero, quando do uso de solucédo de NaCl 0,9 %, e
Rf proximo a 1,0 quando do uso de fases moveis organicas, como acetona.
Nesse cenério, foram determinadas concentracdes médias de [[**"Tc]Os na
ordem de 0,18 % e de [[**™Tc]O, na ordem de 1,7 %, levando a eficiéncia de

marcacao de 98,12 %, conforme ilustrado nas figuras 16A e 16B.
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Figura 16. Cromatograma do complexo [[*™Tc]O(bdtc)(Hbdtc)], obtido em: (A)
Papel Whatman 3MM/NaCl 0,9 %; (B) Papel Whatman 3MM/acetona. A
distribuicdo foi analisada em scanner detector AR-2000 RC Scanner Bioscan e
processada usando WinScan Software.

Na formulagcdo em que foi utilizado um volume menor (380 pL) de
tampao fosfato 0,1 M (pH 7), com o objetivo de aumentar a concentragao
radioativa, o resultado da reacdo do Hjbdtc e [[*°"Tc]O, sem aquecimento,
analisada por HPLC permitiu observar 3 compostos (figura 17A), com tempo de

retencdo de 2,1 min (43,69 %), 16,8 min (30,79 %) e 24,2 min (25,52 %), que
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depois de aquecido a 90 °C se tornam um, com tempo de retencédo de 2,1 min

0 Igura . Injecao de Cl|O4 NO , SOD as mesmas
(100 %) (fi 17B). A injecdo de [[*™Tc]Os no HPLC, sob

condicGes de analise, mostrou que o produto apresenta tempo de retencdo de

1,9 min, muito préximo aos 2,1 min obtidos para o complexo de [[*™Tc]-bdtc].

Figura 17.
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Cromatogramas (A) Complexo [[**"Tc]-bdtc] marcado sem

aquecimento; (B) Complexo [[**"Tc]-bdtc] aquecido & 90 °C por 5 minutos; (C)
Injecdo de [*"Tc]O,. HPLC Flow Scintillation Analyzer, Radiomatic 610TR,
software ProFSA, PerkinElmer.
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A utilizacdo dos sistemas cromatografico papel Whatman 3MM/NaCl 0,9
% e papel Whatman 3MM/acetona, permitiu deminar que ndo havia o produto
[®™Tc]O4 presenta na amostra (figura 18A), enquanto a espécie [[*°™Tc]O; foi

encontrada na proporcao de 4,24 % (figura 18B).
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Figura 18. Cromatograma do complexo [[*°"Tc]-bdtc], obtida em: (A) Papel
Whatman 3MM / NaCl 0,9 %; (B) Papel Whatman 3MM / acetona. A distribui¢cao
foi analisada em scanner detector AR-2000 RC Scanner Bioscan e processada

usando WinScan Software.

Ja haviamos apresentado na introducdo a possibilidade das
preparacdes dos complexos de [*"Tc]tecnécio darem origem a isdémeros

071 e a preparacdo de complexos ndo radioativos de rénio tém

estruturais
permitido entender a estrutura desses complexos. Durante o desenvolvimento
da tese de doutorado de Fernandes’?, no qual foram preparados complexos
com o ligante Hybdtc, o autor encontrou que quando foi preparado utilizando o

metal Re foi possivel isolar e caracterizar, por IR, 'H-RMN, “*C-RMN e

cristalografia de raio-X, apenas o0 complexo [ReO(bdtc)(Hbdtc)]; todavia,
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quando foi utilizado o *Tc (ty» = 2,1x10° anos) foi obtido o complexo
[[*°Tc]O(bdtc)CI], também caracterizado por métodos analiticos convencionais,
mas como a preparacdo desse segundo composto ocorreu na Alemanha, nao
foi possivel transporta-lo para o Brasil, para que fosse utilizado como
referéncia.

Todos os resultados apresentados até aqui, mostram a fascinante e
complexa quimica do elemento tecnécio, € a importancia do desenvolvimento
de padrdes analiticos com rénio e utilizacdo de diferentes métodos

cromatograficos para comprovacao dos resultados.

4.2 Preparo e controle de qualidade do complexo de **In

O complexo [*!In-bdtc] foi preparado como descrito na literatura’™. A
reacdo ocorreu a temperatura ambiente e forneceu um produto com pureza
superior a 98 %, conforme mostrado na figura 19B. Dado a condi¢cdo branda
com que o produto foi obtido e alto rendimento alcangado, néo foram realizados

outros estudos do processo de marcacao.
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Figura 19. Cromatogramas (A) **'InCl; e (B) complexo [***In-bdtc], obtido em
papel Whatman 4/CHCI3:MeOH (75:25). A distribuicdo foi analisada em
scanner detector AR-2000 RC Scanner Bioscan e processada usando WinScan
Software.

4.3 Preparo e controle de qualidade do complexo de ®’Ga

A preparacdo do complexo [*’Ga-bdtc] foi realizada seguindo os
processos descritos na literatura®. Todavia, ela foi mais trabalhosa, pois o ®’Ga
fornecido pelo IPEN (também a cada 15 dias) estava na forma de [*'Ga(cit),]*,
o qual precisou ser hidrolisado e purificado em coluna de silica-gel, para
obtencdo dele na forma de ®’GaCl;. A fracdo eluida da coluna com maior
atividade radioativa foi separada e analisada por cromatografia planar, tendo
sido observado mudancdo no perfil de migracdo, nas condicbes da andlise,
conforme demonstrado nas figuras 20A e 20B.

De posse daquele produto, o volume do eluato precisou ser reduzido,
uma vez que o procedimento descrito na literatura para preparacdo desses

complexos usualmente fazem uso de volumes pequenos de solvente.
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O rendimento da reacdo com ®’Ga néo foi tdo alto quanto aquele obtido
para o **In, ficando ao redor de 87 % (figura 21B) e pode estar associado a

algum contaminante gerado no processo de hidrélise do [*'Ga(cit)]*.
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Figura 20. Cromatogramas (A) [*’Ga(cit)s]* e (B) °’GaCls;, obtido em papel
Whatman 3MM/Py:EtOH:H,0 (1:2:4). A distribuicdo foi analisada em scanner

detector AR-2000 RC Scanner Bioscan e processada usando WinScan

Software.
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Figura 21. Cromatograma do: (A) ®’GaCl; e (B) [°’Ga-bdtc], obtido em papel
Whatman 3MM/Acetoniltrila:H,O (75:25). A distribuicdo foi analisada em
scanner detector AR-2000 RC Scanner Bioscan e processada usando WinScan

Software.
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4.4 Determinacao do coeficiente de particdo (LogP)

O coeficiente de particdo € uma medida utilizada para determinar o grau
de hidrofobicidade de uma determinada substancia, realizada agitando o
composto que se pretende analisar em uma mistura de dois solventes
imissiveis, um aquoso como H,0O, solucéo salina 0,9 % ou em PBS 0,1 N pH
7,4 e outro organico, normalmente n-octanol. O resultado da razéo
aguosa/organico € normalmente expresso na forma logaritimica (LogP). Nesse
modelo, composto com LogP < 0 sédo considerados hidrofilicos, normalmente
excretadas por via renal, e LogP>0 séo considerados hidrofébicos ou lipofilicos,
gue tendem a ser excretadas via sistema hepatobiliar, mas excrecéo renal
também é possivel.

No caso de pequenas moléculas (PM < 1 kDa) grau de lipofilicidade é
importante para permitir que as moléculas ultrapassem a membrana celular e
seja sequestrada no interior da células por algum mecanismo especifico,
principalmente no caso das células tumorais.

Os resultados da média de duas medidas de Log P para os complexos
do ligante Hybdtc com os metais ®™Tc, *’Ga e **!In sdo apresentados na tabela

8.
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Tabela 8. Valor do Log P dos complexos de Hjbdtc com

radiometais, expressos como resultado da média de duas

medidas.

Complexo Log P
99m

[[7*""Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] 1,03

[[*°™Tc]-bdtc] 1,27

[®’Ga-bdtc] 1,56*

[**!In-bdtc] 0,903

* Medida Unica

Embora ndo pareca haver um valor de log P ideal para captacdo do
radiocomplexos em tumores, moléculas lipofilicas tendem a se concentrar com
maior intensidade no figado™, dificultando a visualizacéo de tumores naquela

regiao.

4.5 Estabilidade in vitro dos complexos de [*"Tc]tecnécio na presenca de

L-cisteina, L-histidina, plasma e albumina

Complexos organo-metalicos sdo formados por ligacbes covalentes
coordenadas, mais forte que as ligagcbes idnicas, porém podem ser menos
fortes que as ligacbes covalentes classicas. Assim, € de fundamental

importancia determinar a estabilidade desses complexos em varias condi¢cdes,
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principalmente considerando o meio ambiente onde o produto sera
administrado, ou seja, o sangue. Na presenca de aminoacidos como L-cisteina
e L-histidina, que compdes diversos peptideos e anticorpos foram realizados
testes de estabilidade em solucdo de L-cisteina, L-histidina, soro albumina
humana e plasma humano, para avaliar a estabilidade dos complexos e
possiveis ligacbes as proteinas e aminoacios encontrados na corrente
sanguinea.

Normalmente séo utilizadas concentracdo de aminoacidos variando de 1
a 10 mM, contra concentracdo do complexo que variam de 10* a 10®° mM.
Santos e colaboradores estudaram a estabilidade de andlogos de timidina
marcados com [*"™Tc]tecnécio frente a concentracdes de L-cisteina e
L-histidina variando de 0,3 até 300 mM, e demonstrando que o complexo
estudo permace estavel na primeira hora de incubacéo até a concentracéo de
30 mM. Todavia, apos 4 horas, mesmo concentra¢des tdo baixas quanto 0,3
mM ja foram suficientes para degradar o complexo.

Em nosso trabalho utlizamos a concentracao de L-cisteina e L-histidina

na faixa de 1 mM.

4.5.1 Estabilidade in vitro do complexo [[**™Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] na presenca

de L-cisteina, L-histidina, plasma humano e soro albumina humana

Inicialmente realizamos o teste de estabilidade do complexo

[[®®™Tc]O(bdtc)(Hbdtc)], utilizando tanto HPLC quanto cromatografia planar.
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Figura 22. Cromatogramas (A) complexo [[*™Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] injetado no
tempo 0; (B) Co-injecéo do complexo [[**"Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] com [*™Tc]Os.

O composto marcado, inicialmente com pureza de 91,51 % determinada
por HPLC (figura 23A), na presenca de L-cisteina, diminuiu para 82,36 %,
75,45 % e 69,29 % apds incubacdo por 1, 3 e 6 horas com L-cisteina,
respectivamente (figuras 23B a 23D), com 0 aumento na concentracao de um
produto com tempo de retencdo de 1,8 minutos. A cromatografia planar
realizada paralelamente utilizando os sistemas Whatman 3MM/acetona e
Whatman 3MM/NaCl 0,9 % (figura 24A e 24B), ndo permitiu observar o

aparecimento das espécies [*°"Tc]O, [*"Tc]O, ou mesmo do um complexo
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[[*°"Tc]-cisteina],, pois este dltimo seria hidrofilico e deveria permanecer na
origem no sistema Whatman 3MM/acetona e migrar no Whatman 3MM/NaCl
0,9 %. Os dados sugerem que outra espécie contendo o ligante H,bdtc pode
ter sido formada, uma vez que o perfil de distruicdo nos sistemas

cromatografico € compatilve com um composto lipofilico.
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Figura 23. Cromatogramas

) T 3000

do complexo [[*™Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] incubado na

presenca de L-cisteina 1 mM: (A) no tempo zero, (B) por 1 hora; (C) por 3

horas; (D) por 6 horas.
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Figura 24. Estabilidade do complexo [[*™Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] incubado em
solucdo de L-cisteina por 0, 1, 3 e 6 horas determinado por cromatografia
planar em: (A) em papel Whatman 3MMMM/acetona; (B) papel Whatman
3MM/NacCl 0,9 %.

O teste de estabilidade na presenca de histidina mostrou que o
complexo é estavel por um periodo de até 6 horas, mantendo rendimento
acima de 95 % em todos os tempos de incubacgdo, conforme analise realizada

no HPLC (figura 25A,B,C).
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Figura 25. Cromatogramas do complexo [[*°"Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] incubado na
presenca de L-histidina 1 mM: (A) por 1 hora; (B) por 3 horas; (C) por 6 horas.

Resultados semelhantes foram encontrados na cromatografia planar,
mostrando a estabilidade do complexo na presenca de histidina (figura 26A e

26B).
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Figura 26. Estabilidade do complexo [[*™Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] incubado em
solucdo de L-histidina por 0, 1, 3 e 6 horas determinado por cromatografia
planar em: (A) em papel Whatman 3MMMM/acetona; (B) papel Whatman
3MM/NacCl 0,9 %.

Finalmente, simulando o comportamento real, o teste de estabilidade foi
realizado em plasma humano e em solucéo de soro albumina humana. Na falta
de coluna cromatografica para HPLC, com fase estacionaria para andlise por
exclusdo de tamanho, ideal para analise envolvendo marcromoléculas, a
estabilidade do complexo ou ligacdo as proteinas, foi avaliada por
cromatografia planar incluindo, além dos sistemas Whatman 3MM/acetona e

migrar no Whatman 3MM/NaCl 0,9 %, o sistema ITLC-SG impregnado com
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albumina 0,2 % e fase movel EtOH:NH;OH:H,O (2:1:5), o qual permite
observar a migracéo de proteinas radiomarcadas’®.

A andlise da estabilidade do complexo [[**"Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] no
plasma, avaliada utilizando o sistema cromatografico Whatman 3MM/acetona,
mostrou que apos 1 hora de incubacéo ocorreu diminuicdo da concentracao da
espécie radioquimica no fronte do sistema cromatogréfico, passando de 91,7 %
%, no tempo zero (considerando os 2 ultimos seguimentos da tira de papel),
para 79,8 %, 55,4 % e 22,3 %, respectivamente para os tempos de incubacéo
de 1, 3 e 6 horas, com aumento proporcional da concentracdo na origem do
sistema (figura 27A), sugestivel da formacdo da espécie [*"Tc]O, ou da
ligacdo as proteinas plasmaticas, a qual ndo deve migrar nesse sistema. No
sistema Whatman 3MM/NacCl 0,9%, foi observado estabilidade da concentracéo
de uma espécie radioquimica, em distancia de migracdo de 5 a 6 cm, ao redor
de 2 %, mas ap0s 6 horas o valor aumenta para 13,4 % (figura 27B),
evidenciando a formacdo da espécie [*"Tc]O,, ou alguma outra espécie
hidrofilica.

Quando foi feita a andlise no sistema ITLC-SG impregnado com
albumina 0,2 %/ EtOH:NH4;OH:H,O (2:1:5), o perfil cromatografico foi muito
diferente daquele observado nos dois primeiros. Enquanto no tempo O
observamos migracao de 59,2 % da radioatividade para o segmento de 6 cm,
nos tempos seguintes a maior concentragdo da radioatividade ocorreu na
origem do sistema (figura 27C). Caso ocorresse a transcomplexacdo do
[*™Tc]tecnécio para o plasma ou ligacdo do complexo [[**"Tc]O(bdtc)(Hbdtc)]
a este, deveriamos ter observado migracdo da radioatividade, uma vez que o

sistema cromatografico foi desenvolvido para esse fim. Todavia, observando o
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perfil cromatografico para o tempo 0 e os outros tempos fica evidente que

ocorreu alguma modificacdo na estrutura do composto.
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Figura 27. Cromatografia planar do complexo [[**"Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] incubado
em plasma de sangue humano, por 0, 1, 3 e 6 horas em: (A) papel Whatman
3MM/acetona; (B) papel Whatman 3MM/NaCl 0,9 %; (C) ITLC-SG-
AlIb/EtOH:NH4OH:H.,0 (2:1:5), com [*™Tc]O, como referéncia.
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O mesmo experimento realizado utilizando soro albumina humano
apresentou resultado muito diferente. Nas cromatografias realizadas em papel
Whatman 3MM/acetona (figura 28A) e papel Whatman 3MM/NaCl 0,9 %
(figura 28B) néo foram observadas alteracdo no perfil cromatografico do
composto comparando o tempo O do tempo de incubacédo por até 6 horas.
Todavia, guando observado o] perfil cromatografico em
ITLC-SG-AIb/EtOH:NH4,OH:H,O (2:1:5) (figura 28C), fica evidente a
modificacdo no perfil de eluicdo, permitindo concluir novamente, que ocorre
alguma interacdo do [[*™Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] com a albumina, mas de forma
relativamente diferente daquela observada para o plasma (figura 27C) , pois

no tempo de 3 e 6 horas, a concentracdo na origem do sistema € pronunciada.
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Figura 28. Cromatografia planar do complexo [[*°"Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] incubado
em solugcédo de albumina humana a 0,2 %, por 0, 1, 3 e 6 horas em: (A) papel
Whatman 3MM/acetona; (B) papel Whatman 3MM/NaCl 0,9 %; (C) ITLC-SG-
AIb/EtOH:NH4OH:H,0 (2:1:5), com [**"Tc]O4 como referéncia.
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4.5.2 Estabilidade in vitro do complexo [[*®"Tc]-bdtc] na presenca de

L-cisteina, L-histidina, plasma humano e soro albumina humana

Como o tempo de retencéo do complexo [[*™Tc]-bdtc] é idéntico ao do
[®™Tc]Os os testes de estabilidade foram analisados exclusivamente por
cromatografia planar.

O complexo [[*°"Tc]-bdtc] sofreu ataque da molécula de L-cisteina, uma
vez que a concentracdo da espécie na origem do sistema cromatografico
(papel Whatman 3MM/acetona) aumentou para 3,6 %, 5,7 % e 11,6 %, nos
tempos de incubacéo (figura 29A), sugestivo da formacdo da espécie coloidal
[®™Tc]O, ou a formacdo do complexo com L-cisteina. Quando observado o
sistema Whatman 3MM/NaCl 0,9 %, também é possivel notar uma diminuicéo
da radioatividade na origem do sistema e migracdo de um composto radioativo
para o fronte da mesma; somando a radioatividade nos dois ultimos
seguimentos, observamos um aumento da concentracdo na faixa de 1,1 %,
5,3 % e 11 %, respectivamento para os tempos de 1, 3 e 6 horas (figura 29B).
Os valores séo idénticos aos observados no sistema utilizando acetona e assim

podemos confirmar a formacao da espécie [[*°™Tc](cisteine),] .
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Figura 29. Cromatografia planar do: (A) complexo [[*™Tc]-bdtc] em papel
Whatman 3MM/acetona nos tempos 0, 1, 3 e 6 horas incubado em solugéao de
L-cisteina; (B) complexo [[*°™Tc]-bdtc], em papel Whatman 3MM/NaCl 0,9 %

nos tempos 0, 1, 3 e 6 horas incubado em solugéo de L-cisteina.

Com relacdo a incubacdo com histidina, o complexo mostrou-se
aparentemete mais estavel que com relacao a L-cisteina, quando comparamos
os dados na origem do sistema papel Whatman 3MM/acetona (figuras 29A e
30A). Todavia, quando olhamos o seguimento 5 cm na figura 30A e os
seguimentos 4 a 6 cm na figura 30B, fica evidente que um novo composto esta
sendo formado, mas para este nao é possivel fazer ligagcdes sobre sua

estrutura.
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Figura 30. Cromatografia planar do: (A) Complexo [[**"Tc]-bdtc] em papel
Whatman 3MM/acetona nos tempos 0, 1, 3 e 6 horas incubado em solugéo de
L-histidina; (B) complexo [[*°"Tc]-bdtc] em papel Whatman 3MM/NaCl 0,9 %

nos tempos 0, 1, 3 e 6 horas incubado em solugéo de L-histidina.

A incubacdo em plasma humana permitiu observar rapida deterioracéo
do complexo ja a partir de 1 hora, conforme pode ser observado no sistema
papel Whatman 3MM/acetona (figura 31A); a radioatividade na origem do
sistema aumenta de 5,6 % no tempo O, para 16,7 %, 38 % e 79,2 %,
respectivamente para os tempos 1, 3 e 6 horas de incubacao, compativel com
a formacdo de [*"Tc]O, ou integracdo do composto com a proteinas

plasmaticas. No sistema papel Whatman 3MM/NaCl 0,9 %, a radioatividade na
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origem do sistema diminui de 95 %, nos tempos 0, 1 e 3 h, para 65 %, no
tempo de 6 h; o produto de degradacdo apresenta um distribuicdo quase
homogéna por toda a fita, ndo podendo ser caracterizado como [*™Tc]O.".
Quando a analise é realizada em ITLC-SG-Alb/EtOH:NH4OH:H,0 (2:1:5)
pudemos observar diferentes estruturas sendo formada no decorrer do tempo.

Todavia, as estruturas ndo podem ser caracterizadas.
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Figura 31. Cromatografia planar do complexo [[**"Tc]-bdtc] incubado em
plasma de sangue humano, por O, 1, 3 e 6 horas em: (A) papel Whatman
3MM/acetona; (B) papel Whatman 3MM/NaCl 0,9 %; (C) ITLC-SG-
Alb/EtOH:NH4OH:H,0 (2:1:5), com [**"Tc]O,” como referéncia.

Na incubacdo em soro albumina humana o complexo apresentou maior
estabilidade, uma vez que nao foram observadas mudancas drasticas no perfil

cromatograficos nos sistemas papel Whatman 3MM/acetona (figura 32A) e



105

papel Whatman 3MM/NaCl 0,9 % (figura 32B). Todavia, na analise utiliando o
sistema de ITLC-SG-Alb/EtOH:NH,OH:H,O (2:1:5) (figura 32C) foi possivel
observar alteracéo do perfil cromatogréafico do produto, com trés fases distintas:
no tempo 1 h, o produto se distribui por toda a fita, no tempo relativo a 3 horas
ocorre concentracdo do produto na origem do sistema e no tempo de 6 horas
parte dele volta a migrar para a regiao mais frontal do sistema.

Na impossibilidade de se ter moléculas com estrutura conhecida, apenas
podemos inferir sobre a instabilidade da molécula, com formacao de diferentes

produtos.
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Figura 32. Cromatografia planar do complexo [[*"Tc]-bdtc] incubado em
solucéo de albumina a 0,2 %, por O, 1, 3 e 6 horas em: (A) papel Whatman
3MM/acetona; (B) papel Whatman 3MM/NaCl 0,9 %; (C) ITLC-SG-
AIb/EtOH:NH4OH:H,0 (2:1:5), com [**"Tc]O4” como referéncia.
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4.6 Estabilidade in vitro do complexo [*!In-bdtc] na presenca de L-cisteina,

L-histidina, plasma humano e soro albumina humana

O teste de estabilidade do complexo [*In-bdtc] na presenca de
L-cisteina, mostrou completa desestruturacdo do complexo, ja a partir da
primeria hora de incubacédo, com toda radioatividade migrando do fronte para a
origem do sistema papel Whatman 4/CHCIl;:MeOH (75:25) (figura 33A); na
presenca de histidina o complexo apresenta um comportamento diferente, com
um inicial processo de degradacédo e aumento da reatividade na origem de 1,9
%, no tempo 0 para 28,8 % no tempo de 1 h, decaindo para 20,1 % e 9,3 %,

nos tempos de 3 e 6 h.



108

100% — (a)
90% +1
80%
w 70% T
& 60% 1 # InCI3
g 50% =0h
S 40%
8 30% m1ih
20%
10% “3h
4 B — - ||
0% ' m6h
1 2 3 4 5 6
Origem Distancia (cm) Fronte
100% — (8)
90% T
80%
w 70% T
8§ 60% | @ InCI3
8 50% | moh
E  420%
8 30% m1ih
20% + Mo
10% | | “3h
0% = T T .Gh
1 2 3 4 5 6
Origem Distancia (cm) Fronte

Figura 33. Cromatografia planar do: (A) complexo [*In-bdtc] em papel
Whatman 4/CHCl3:MeOH (75:25) nos tempos 0, 1, 3 e 6 horas incubado em
L-cisteina; (B) complexo [**!In-bdtc] em papel Whatman 4/CHCls:MeOH (75:25)
nos tempos 0, 1, 3 e 6 horas incubado em L-histidina. ***InCl; foi utilizado como

referéncia.

O complexo também teve a estabilidade avaliada na presenca de
plasma humano e soro albumina humana.

Utilizando o sistema cromatografico ITLC-SG-AlIb/EtOH:NH4OH:H,0
(2:1:5), foi determinado que tanto o complexo [**'In-bdtc] quanto o **InCl;
permanecem na origem do sistema, mas ja na primeira hora de incubagédo ha
uma completa migracdo para o fronte (figura 34A); na presenca da albumina

também é observada a degracdo do produto, mas o perfil cromatogréafico é
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diferente daquele observado para o plasma, com o material se distribuindo ao
longo da tira de ITLC-SG-AIb, e no fronte os valores atingem 46,6 %, 51,3 % e
55,2 %, apos periodos de 1, 3 e 6 horas de incubacéo (figura 34B).

A mudanca no perfil cromatografico do complexo é compativel com a
marcacado das proteinas do plasma e da albumina, uma vez que no sistema
ITLC-SG-Alb/EtOH:NH40OH:H,0 (2:1:5) essas biomoléculas devem migrar para

o fronte’,
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Figura 34. Cromatografia planar do complexo [***In-bdtc] ndo incubada (t= 0 h)
e incubado em: (A) plasma humano e (B) solugcédo de soro albumina humana a
0,2 %, por 1, 3 e 6 horas, e *InCl; em ITLC-SG-Alb/EtOH:NH,OH:H,O
(2:1:5).
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4.7 Estabilidade in vitro do complexo [*’Ga-bdtc] na presenca de L-cisteina,

L-histidina, plasma humano e soro albumina humana

Na avaliacdo da estabilidade do complexo [*’Ga-bdtc] na presenca de
L-cisteina foi demonstrado que o complexo também é instavel, com a pureza
radioguimica de diminuindo de 85,3 %, no tempo 0, para 81,8 % apds 1 hora,
75, 3 % apos 3 horas e para 70,4 % no periodo de 6 horas de incubacao, ou
seja, um aumento de apenas 14,9 % na formacdo de outras espécies
radioguimicas apoés 6 horas (figura 35A). No caso da L-histidina (figura 35B), a
pureza radioquimica se mantevel estavel durante os 3 pontos de analise, com
valores de 85,3 %, no tempo 0, e 85,3 %, 84,2 % e 85,2 %, nos tempos

seguintes.



111

100% T (a)
90%
80%
w  70% 1L
a 60% *'_‘,,__ " GaCl3
£ 50% Ty Eoh
S 40% }—
8 30% T a5 E1ih
20% =
10% <}_ : “3h
0% -+ T T T -6h
1 2 3 4 5
Origem Distancia (cm) Fronte
100% (B)
90% T 7
80% T 7
w 70% 1
g 60% R B Bach
8 50% ¢ HOoh
S 40%
38 30% 1 H1ih
20% -
10% B . -::3h
e ' ' E6h
1 2 3 4 5
Origem Distancia (cm) Fronte

Figura 35. Cromatografia planar do: (A) ®’GaCl; e complexo [*’Ga-bdtc] em
papel Whatman 3 MM/AcN:H,0 (75:25) nos tempos 0, 1, 3 e 6 horas incubado
em L-cisteina; (B) ®’GaCl; e complexo [®’Ga-bdic] em papel Whatman
3 MM/AcN:H,0 (75:25) nos tempos 0, 1, 3 e 6 horas incubado em L-histidina.

O complexo também teve a estabilidade avaliada na presenca de
plasma humano e soro albumina humana.

Utilizando o sistema cromatografico ITLC-SG-Alb/EtOH:NH4,OH:H,O
(2:1:5), foi determinado que tanto o °’GaCl; como o complexo [*'Ga-bdtc]
permanecem na origem do sistema, mas o complexo teve parte do material
movendo-se nos seguimento iniciais da fita, esse efeito € pronunciado quando

o complexo é incubado com plasma, onde a radioatividade atinge o fronte
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(figura 36A). Na presenca da albumina, o produto de degradacdo apresentou
uma corrida pelo tira do papel bem definida, com aproximadamente 85 % da

radioatividade no fronte, a partir de 3 horas de incubacéo (figura 36B)
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Figura 36. Cromatografia planar do complexo [*'Ga-bdtc] ndo incubada (t= 0 h)
e incubado em: (A) plasma humano e (B) solugcédo de soro albumina humana a
0,2 %, por 1, 3 e 6 horas, e ®GaCl; em ITLC-SG-Alb/EtOH:NH,OH:H,O
(2:1:5).

Embora galio e indio apresentem caracteristicas quimicas semelhantes,

os complexos formados, apresentaram resultados diferentes, sendo o
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complexo [*In-bdtc] menos estavel, na presenca de L-cisteina e L-histidina,

que seu homologo [*'Ga-bdtc].

4.8 Ensaios de captacdo e eliminacdo celular dos compostos radioativos

marcados

4.8.1 Ensaios de captacéo dos radiofarmacos

A fim de avaliar o potencial de utilizacdo do complexo como agente de
deteccdo de tumores, ensaios de captacdo da molécula foram realizados em
cultura de células de melanoma murino B16F10 e TM1M.

Para o complexo [[®™Tc]-bdtc] a taxa de captacdo (figura 37A) nas
células TM1M foram de 1,83 + 0,39 %, 0,83 + 0,22 % e 0,65 + 0,17 %,
respectivamente para os tempos de 15, 60 e 120 minutos, resultado
estatisticamente diferente (P<0,05) entre o tempo de 15 min e os outros dois
tempos. Para as células B16F10 (figura 37B), para os mesmos intervalos de
tempo, foram obtidos os valores: 1,48 + 0,36 %, 0,45 + 0,19 % e 0,5 £ 0,14 %,
implicando em diferenca (P<0,05) entre o valor do tempo de 15 minutos e 0s
outros dois tempos de analise. Quando comparamos as diferentes linhagens
celulares, para o mesmo intervalo de tempo, ndo encontramos diferenca
estatistica entre os resultados de captacéo.

Para o composto [[**"Tc](bdtc)(Hbdtc)], o percentual de captacdo nas
células TM1M foram, nos tempos de 15, 60 e 120 minutos, respectivamente,

1,03 + 0,13%, 0,75 £ 0,06% e 0,7 * 0,08%, mostrando valores muito proximos
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estatisticamente do composto [[*°"Tc]-bdtc]. Para células B16F10, seguindo o
mesmo intervalo de tempo, os resultados foram: 0,85 + 0,24 %, 0,7 + 0,22 %,
0,63 + 0,05 %. Comparando as linhagens celulares e tempo de incubacéo, o
composto [[*™Tc]-bdtc] teve captacéo levemente maior em TM1M e B16F10
nos primeiros 15 minutos quando comparado ao composto
[[*°"Tc](bdtc)(Hbdtc)].

A mudanca do metal no complexo ndo alterou a captacdo do composto
em relacdo ao observado para os radiofarmacos de [*™Tc]tecnécio.

Houve inversdo nos resultados de maior captacédo a qual foi observada
nos primeiros 15 minutos nas linhagens TM1M e B16F10 em comparacdo com
os dois metais. A captacdo em TM1M no composto [*!In-bdtc] foi de 2,73 +
0,72% 1,88+ 0,75 % e 1,03 + 0,13 % e em B16F10 foi de 1,50 + 0,08 %, 1,08
+ 0,13 % e 0,78 £ 0,22 % nos tempos 15, 60 e 120 minutos, respectivamente.
Para o complexo [®'Ga-bdtc], os resultados foram 1,7 + 0,29 % 1,6 + 0,24 % 1,3
+0,18 % em TM1M e 0,8 + 0,05 %, 0,9 £ 0,22 %, 1,1 + 0,52 % em B16F10 nos
tempos 15, 60 e 120 minutos respectivamente.

Nos primeiros 15 minutos de captacdo os valores encontrados no
composto [[*™Tc]-bdtc], assemelham-se com os de [*’Ga-bdtc] em células
TM1M e com [**!In-bdtc] em B16F10.

O composto [[*’Ga]-bdtc] foi o Unico que manteve constancia de
captacdo acima de 1 % nos 3 tempos de incubacéo.

Como nao se conhece o mecanismo especifico de captacéo, o teste de
captacao celular foi baseado em analise do equilibrio entre 0 material na célula
e 0 material existente no meio de cultura, permitindo assim que as ceélulas

captassem o radiofarmaco e apos substituicio do meio de cultura por outro
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isento de radiofarmaco, fosse possivel observar através da contagem

radioativa dos componentes, o quanto desse radiofarmaco foi incorporado as

células.
4 -
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Figura 37. Taxa de captacdo dos radiofarmacos [[*°"Tc](bdtc)(Hbdtc)], [[*°™Tc]-
bdtc], [**!In-bdtc] e [*’Ga-bdtc], em funcéo do tempo, em células: (A) TM1M e
(B) B16F10 (n=4).
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4.8.2 Ensaios de eliminacéao dos radiofarmacos

Nos experimentos avaliando a captacédo dos radiofarmacos em células
tumorais, in vitro, foi observado que os compostos apresentaram uma captacao
inicial (15 min) elevada e depois diminuiram continuamente nos tempos
seguintes ou se mantiveram estaveis (figura 37). Para entender um pouco mais
o fendmeno, as células foram incubadas na presenca dos radiofarmacos e
depois de 120 min, o meio de cultura foi substituido, para eliminar os
radiofarmaco em solucdo que pudesse estar estabelecendo um equilibrio
dentro/fora das células.

Os resultados (figura 38) mostraram que na auséncia dos radiofarmacos
no meio de cultura ocorreu uma intensa eliminacéo do complexo [[**"Tc]-bdtc],
no tempo de 15 min, restando apenas 32,8 + 17,9% da captacao inicial nas
células TM1M, e esses valores foram baixando para 27,7 + 16,2% e
20,2 £ 1,9%, respectivamente nos tempos de 60 e 120 minutos. O mesmo
comportamento foi observado para as células B16F10, com valores
correspondentes a: 18,4 + 10,6%, 15,2 + 9,9% e 9,2 + 5,0%, respectivamente
para os tempos de 15, 60 e 120 min.

Para o composto [[*™Tc](bdtc)(Hbdtc)], apenas 45% da captacdo inicial
permaneceu nas ceélulas TM1M, apos 15 de incubacéo, e esses valores foram
baixando para 25 * 2,4% e 19 + 2,7%, respectivamente nos tempos de 60 e
120 minutos. O mesmo comportamento foi observado para as células B16F10,
com valores correspondentes a: 42%, 25 + 6% e 20 + 4,2%, respectivamente

para os tempos de 15, 60 e 120 min.
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Deste modo, comporando os dois complexos de [*"Tc], fica claro a
maior residéncia da espécie [[*™Tc](bdtc)(Hbdtc)] nas células tumorais, mas é
importante lembrar que esse fracdo de permanéncia estd associada a uma
captacdo inicial de 0,6 % do complexo [[*°"Tc]-bdtc] e 0,7 % do complexo
[[*°"Tc](bdtc)(Hbdtc)].

Os complexos [*In-bdtc] e [*’Ga-bdtc] mostraram semelhanca no
comportamento no que tange a concentracdo nos intervalos de tempo e nas
linhagens celulares.

O composto [*In-bdtc] manteve 63 % em TM1M e 57 % em B16F10
nos primeiros 15 minutos apos 120 minutos de captacao, e esses valores foram
diminuindo para 44,1 £+ 3,3 % 30,6 +3,1 % emTMIM e 39+4% e 22+4 %
em B16F10 ap6s 60 e 120 minutos respectivamente. Perfil parecido foi
observado em [*’Ga-bdltc], cujos valores mostraram que 68 % do composto se
manteve em TM1M e 63 % em B16F10 nos primeiros 15 minutos de eliminacéo
seguidos de 120 minutos de captacéo, diminuindo para 44 +3 % e 29 £+ 4 %
em TMIM e 39 £+ 3 % e 24 + 3 % nos tempos de 60 e 120 minutos
respectivamente.

Os ensaios de eliminacdo com o0s quatro compostos analisados
mostraram diferencas entre metais, sendo que 0s compostos complexados
com (*’Ga)galio e (*!In)indio reteram maior quantidade de material nas
linhagens celulares de melanoma murino que os compostos complexados com
[*™Tc]tecnécio, os quais tiveram mais de 50 % do radiofarmaco eliminado nos

primeiros 15 minutos.
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Figura 38. Taxa de eliminacdo dos radiofarmacos [[**™Tc](bdtc)(Hbdtc)],
[[*°™Tc]-bdtc], [**!In-bdtc] e [*’Ga-bdtc], apés incubacao inicial de 120 min, em
funcéo do tempo, em células: (A) TM1M e (B) B16F10.
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4.9 Biodistribuigdo ex vivo

4.9.1 Ensaios de biodistribuicdo ex vivo dos complexos de tecnécio em animal

sadio

Antes de avaliar os complexos de [*"Tc]tecnécio em animais com
implante de células tumorais, foram realizados estudos de biodistribuicdo em
animais sadios. O complexo [[*™Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] , mostrou intensa captacéo
hepatica (figura 39), em torno de 90 % nos primeiros 15 e 60 minutos, caindo
para 60 % apods 2 horas (tabela 9). Também foi observado captacéo no baco,
gue em porcentagem da dose por 6rgdo, manteve indice de aproximadamente
7 % nos trés tempos do estudo.

Ndo foram observadas captacdes na glandula tireéide e estbmago,
6rgdos captantes de [*"Tc]O4, e que pudessem indicar alguma degracéo e

reoxidacdo do [**"Tc]tecnécio descomplexado e reduzido.
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Figura 39. Biodistribuicdo ex vivo do [[**™Tc]O(bdtc)(Hbdtc)], em animais sadios

(n=2-3), expressa em % da dose injetada/érgéo (% DI).

Tabela 9. Biodistribuicéo ex vivo do [[*™Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] em animais sadios

(n=2-3), expressa em % de dose injetada/érgéo (% DI).

Orgéos 15 min 60 min 120 min
Sangue 1,28+1,31 0,28 +£ 0,03 0,25 £ 0,05
Cérebro 0,03 0,01 +0,01 0
Tireoide 0,01 +0,01 0,01+£0 0,01 +0,01
Coragéo 0,03 0,02 £ 0,01 0,01
Pulmbes 0,83 +0,29 0,88 £ 0,23 0,42 £ 0,07
Rins 0,46 £ 0,08 0,13+ 0,05 0,13+0,02
Estdmago 0,14 £ 0,07 0,37+0,12 0,29 £ 0,06
Baco 6,56 £ 0,76 7,64 + 0,66 6,56 + 1,58
Figado 89,47+1,1 88,06 + 1,7 59,22 + 5,11
Intestino grosso 0,06 £ 0,02 0,11 £ 0,02 0,3+0,04
Intestino delgado 0,11 + 0,02 0,61 +0,16 0,94 +0,12
Bexiga 0,02 £ 0,01 0,12 £ 0,03 0,05 £ 0,06
Osso 1,49+1,3 1,66 + 1,28 0,9+0,78
Musculo 1,12+ 1,42 0,5+0,21 0,33+0,17

Quando a porcentagem de dose captada pelos 6rgaos foi corrigida para

a massa em gramas, observamos que o principal 6rgdo de captacéo € o baco,
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com valores proximos a 80 %, enquanto a captcdo no figado foi de
aproximadamente 35 %, e os pulmdes o equivalente a 3 %.

O composto [[*™Tc]-bdtc] apresentou perfil semelhante ao composto
[[*°"Tc]O(bdtc)(Hbdtc)], com a diferenca de se manter constante na captacdo
hepatica nos trés tempos analisados, ao redor de 80 %, enquanto a captacao

no baco foi de aproximadamente 10 % (tabela 10).

E sabido que figado e baco sdo 6rgdos de depuracdo sanguinea e
poderia estar havendo a quebra do complexo radioativo e o metal sendo
sequestrado com mimético do ferro ou ainda, e prinpalmente no baco, o
complexo estar sendo armazenado como uma reserva de ferro, mimetizando a

bilirrubina.
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Figura 40. Biodistribuicdo ex vivo do [[**"Tc]O(bdtc)(Hbdtc)], em animais sadios

(n=2-3), expressa % da dose injetada/g de 6rgdo (% DI/g) (n=3-4).

Tabela 10. Biodistribuicdo ex vivo do [[**"Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] em

animais sadios (n=2-3), expressa em % de dose injetada/g 6rgao (%

Dl/g) (n=3-4).

Orgéos 15 min 60 min 120 min
Sangue 0,39+0,41 0,08 0,08 + 0,03
Cérebro 0,03+ 0,01 0,01 £+ 0,01 0,01
Tiredide 0,25+ 0,16 0,52 +0,19 0,17 + 0,15
Coracéo 0,18 £ 0,01 0,08 + 0,01 0,07 £ 0,03
Pulmbes 3,23+1,02 3,33+0,8 1,75+0,18
Rins 0,82 + 0,17 0,22 + 0,07 0,24 + 0,03
Estdmago 0,29 £ 0,04 0,46 £ 0,10 0,38+0,12
Baco 56,22 + 3,75 58,28+ 3,04 68,09 + 8,87
Figado 37,99 £ 4,12 35,94 + 3,7 28,21 + 8,65
Intestino grosso 0,04 £ 0,02 0,08 +£ 0,02 0,21 £ 0,06
Intestino delgado 0,05+0,01 0,27 £ 0,05 0,42 +£0,11
Bexiga 0,03+ 0,01 0,28 + 0,04 0,18 + 0,16
Osso 0,33+0,29 0,34 + 0,27 0,12+0,1
Masculo 0,06 + 0,08 0,03 £ 0,01 0,01+ 0,01
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Figura 41. Biodistribuicdo ex vivo do [[**™Tc]-bdtc], em animais sadios (n=2-3),

expresso em % da dose injetada/6rgao (% DI) (n=3-4).

Tabela 4. Biodistribuicdo ex vivo do [[**™Tc]-bdtc] em animais sadios

(n=2-3), expressa em % de dose injetada/érgéo (% DI) (n=3-4).

Orgaos 15 min 60 min 120 min
Sangue 0,25+ 0,03 0,66 + 0,89 0,30+0,1
Cérebro 0,04 + 0,05 0 0
Tiredide 0,01+0 0 0,01+0
Coracéo 0,02 +£ 0,01 0,02 0,03+ 0,04
Pulmdes 0,26 + 0,14 0,25+ 0,13 0,15+ 0,11
Rins 0,12 + 0,02 0,13+ 0,03 0,14 + 0,05
Estdbmago 0,07 £ 0,02 0,21 + 0,07 0,39+0,11
Baco 9,22 + 2,15 9,90+ 4,24 7,19 + 2,42
Figado 85,41+6,81 7522+16,64 72,38%21,51
Intestino grosso 0,02 £ 0,01 0,07 £ 0,02 0,19 +£ 0,09
Intestino delgado 0,17 £ 0,07 0,57 £ 0,15 1,12+ 0,22
Bexiga 0,05 + 0,06 0,47 + 0,30 0,56 + 0,23
Osso 2,19+ 1,58 3,20 £ 2,89 5,25 + 6,58
Musculo 0,18 + 0,23 0,18 + 0,13 0,22 + 0,17
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Figura 42. Biodistribuicdo ex vivo do [[**"Tc]-bdtc], em animais sadios (n=2-3),

expresso em % de dose injetada/ g 6rgéo (% Dl/g) (n=3-4).

Tabela 5. Biodistribuicdo ex vivo do [[**"Tc]-bdtc], em animais

sadios (n=2-3), expressa em % de dose injetada/grama de 6rgao

(% DI/g) (n=3-4).

Orgaos 15 min 60 min 120 min
Sangue 0,07 £ 0,01 0,14 £ 0,13 0,1+0,05
Cérebro 0,05 + 0,06 0,01 +0,01 0
Tiredide 0,21 +£0,12 0,17+ 0,16 0,4+0,12
Coracao 0,10 + 0,07 0,08 + 0,03 0,27 + 0,39
Pulmbes 0,94 + 0,53 0,92 + 0,98 0,5+0,23
Rins 0,18 + 0,03 0,19 £+ 0,09 0,24 + 0,06
Estdbmago 0,1 +0,03 0,22 + 0,07 0,62 + 0,31
Baco 64,27 + 3,73 67,87 + 9,85 63,01 + 10,99
Figado 32,87 + 3,02 27,77 + 7,37 31,02 + 10,9
Intestino grosso 0,01+0,01 0,05+0,04 0,15+0,1
Intestino delgado 0,08 + 0,04 0,24 + 0,07 0,61 + 0,09
Bexiga 0,25+0,16 1,05+ 0,62 1,12 £ 0,61
Osso 0,71 +0,33 0,7+0,19 1,16 £ 0,82
Mdusculo 0,01+ 0,01 0,01 0,02 £ 0,01
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4.9.2 Ensaios de biodistribuicdo ex vivo dos radiofarmacos em animais com

tumores de células B16F10 e TM1M

Os resultados dos testes de captacdo do radiofarmacos in vitro
demonstraram que, embora baixa, os complexos se concentraram na células
tumorais e nos ensaios de biodistribui¢éo in vivo, em camundongos sadios, foi
possivel constatar a intensa captacdo das moléculas em figado e baco.

Se por um lado, esses resultados separadamente ndo sdo animadores,
a associacdo dos mesmos pode ser interessante, pois a intensa captacao
hepatica concomitante com baixa captacdo nos outros oOrgaos, tecidos e
fluidos, poderia permitir a deteccdo de tumores (fora da regido do figado)
mesmo em baixas taxas de captacéao.

Nos novos experimentos de biodistribuicdo, ambas as linhagens
tumorias (B16F10 e TM1M) foram inoculadas em lados opostos dorso dos
camundongos para avaliacdo pareada.

Quando considerado a % DI, a captacdo hepatica se manteve em torno
de 80 % com o composto [[**"Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] (tabela 13) e ao redor de 60
% para o [[*°™Tc]-bdtc] (tabela 15) nos trés tempos analisados, com excess&o
de uma baixa captacdo no baco, para o composto [[**™Tc]-bdtc] todos os outros
dados de biodistribuicdo sdo comparaveis aqueles obtidos nos animais sadios.

Quando os resultados sao corrigidos para o peso dos orgaos (% DI/g), o
que se observada é uma intensa captacdo dos compostos no baco, o
equivalente a aproximadamente 60 % para o complexo [[*°"Tc]O(bdtc)(Hbdtc)]

(tabela 14) e de 50 % para o complexo [[*°"Tc]-bdtc] (tabela 16).
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Do ponto de vista especifico dos tumores, a linhagem B16F10
apresentou captacao de 0,88 % + 0,38 %, 0,33 % + 0,21 % e 0,52 % + 0,17 %,
para os tempos de 15, 60 e 120 minutos, respectivamente, resultados de 2 a 4
vezes maior que aquela observada para a linhagem TM1M, 0,21 % + 0,16 %,
0,21 % + 0,11 % e 0,25 % * 0,12 %, para 0S mesmos tempos, na comparacao
por % dose injetada/érgao (tabela 12). Quando é aplicada a correcdo % dose
injetada/g 6rgao (tabela 13), a razdo diminui para 1 a 2 vezes.

Para o complexo [[*™Tc]-bdtc] ndo se observa diferenca significativa na
captacdo entre as duas linhagens tumorais, tanto na relacdo % dose
injetada/orgéo (tabela 15) quanto por grama de 6rgdo (tabela 16). A taxa €
muito baixa, a tal ponto que ndo se pode garantir a captacdo do radiofarmaco
ou se apenas representa a perfusdo sanguinea intensa existente nos tumores.

Esses resultados corroboram todos os experimentos de estabilidade e

ensaios in vitro, mostrando a diferenca nas estruturas dos complexos.
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Figura 43. Biodistribuicdo ex vivo do [[**"Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] em animais com

tumores B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 60 e 120 minutos expressa

em % da dose injetada por 6rgéo (% DI)

Tabela 13. Biodistribuicdo ex vivo do [[*°"Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] em
animais com tumores B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 60

e 120 minutos expressa em % da dose injetada por 6rgéo (% DI).

Orgéos 15 min 60 min 120 min
Sangue 1,91 +0,73 0,96 + 0,40 0,65+ 0,10
Cérebro 0,02 £ 0,01 0,01 0,01 +0,01
Tiredide 0,01 0,02 0,02
Coracéao 0,06 £ 0,01 0,05+ 0,02 0,01 +0,01
Pulmdes 0,19 £ 0,02 0,29 £ 0,15 0,12 £ 0,04
Rins 0,52 + 0,08 1,10+ 1,09 1,48 + 1,45
Estdmago 0,62 £ 0,75 2,19+ 2,01 1,34 + 0,37
Baco 9,42 £ 2,02 8,37+2 9,47 £ 2,02
Figado 81,95 + 3,07 69,66 + 14,27 78,98 + 3,31
Intestino grosso 0,11 £ 0,03 0,19 +£ 0,06 0,47 + 0,23
Intestino delgado 0,33 £ 0,07 0,69 £ 0,09 1,35+ 0,22
Bexiga 0,49 £ 0,39 1,20+ 1,11 0,55+ 0,10
Osso 15,52 + 22,92 2,42 + 2,13 17,05 + 27,96
Musculo 1,17+ 0,12 191+254 0,76 £ 0,7
B16F10 0,88 +£ 0,38 0,33+0,21 0,52 +0,17
TM1M 0,21 £0,16 0,21 +0,11 0,25+0,12




128

¥ 15 min

B 60 min

% Dose injetadafg de orgio

120 min

Figura 44. Biodistribuicdo ex vivo do [[**™Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] em animais com
tumores B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 60 e 120 minutos expressa

em % da dose injetada por grama de 6rgéo (% DI/g).

Tabela 14. Biodistribuicdo ex vivo do [[®™Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] em
com tumores B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15,

60 e 120 minutos expressa em % da dose injetada por grama de

animais

orgéo (% Dl/g).

Orgéaos 15 min 60 min 120 min
Sangue 0,41 + 0,15 0,30+ 0,11 0,17 £ 0,04
Cérebro 0,02+0,01 0,01 0,02 + 0,01
Tiredide 0,51+0,15 1,08 + 0,46 0,45+ 0,24
Coracao 0,21 £ 0,05 0,2+0,09 0,06 £ 0,04
Pulmdes 0,54 + 0,19 0,82 £ 0,52 0,48 £ 0,24
Rins 0,6 £ 0,04 1,3+1,04 2,15+£0,25
Estdmago 0,7+0,73 1,42 + 0,94 1,42+ 0,01
Baco 62,83+3,09 60,11+6,74 5546+29
Figado 26,34 +453 29,07+4,95 31,91+2,73
Intestino grosso 0,07 0,1 +0,03 0,24 £ 0,02
Intestino delgado 0,14 £ 0,04 0,32 + 0,08 0,74+0,1
Bexiga 3,83+ 3,49 3,34+2,31 29+0,2
Osso 2,58 £ 3,9 0,71 +0,36 3,26 £ 0,16
Musculo 0,05+ 0,01 0,12 £ 0,15 0,04 £ 0,01
B16F10 0,71+0,73 0,31 £ 0,09 0,25 + 0,05
TM1M 0,32+0,19 0,22 £ 0,05 0,20 + 0,06
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Figura 45. Biodistribuicdo ex vivo do [[*°"Tc]-bdtc] em animais com tumores
B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 60 e 120 minutos expressa em %

da dose injetada por 6rgéo (% DI).

Tabela 15. Biodistribuicdo ex vivo do [[*™Tc]-bdtc] em animais
com tumores B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 60 e 120
minutos expressa em % da dose injetada por 6rgéo (% DI).

Orgéos 15 min 60 min 120 min
Sangue 0,20+ 0,04 0,23+0,04 0,7 £ 0,09
Cérebro 0 0 0
Tiredide 0 0 0,01
Coragéao 0,02 0,01 0,02
Pulmodes 0,19+0,11 0,1+0,11 0,18+0,1
Rins 0,21 +0,01 0,16 £ 0,01 0,21 + 0,06
Estdmago 0,04 £ 0,02 0,65 + 0,02 0,95 +0,17
Baco 0,87 £ 0,16 4,85+0,16 491+1
Figado 60,07 + 15,2 51,91 + 15,2 59,1+ 2,44
Intestino grosso 0,02 0,03 0,04 + 0,05
Intestino delgado 0,04 £ 0,02 0,63 +0,02 1,93+0,13
Bexiga 0,01 0,08 0,01 £ 0,02
Osso 1,03+1,01 2,48 +1,01 0,81+ 0,25
Musculo 0,68 + 0,21 0,45+ 0,21 0,86 £ 0,51
B16F10 0,03+ 0,02 0,07 £ 0,02 0,17

TM1M 0,02 +0,01 0,02 £ 0,01 0,02 +£ 0,02
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Figura 46. Biodistribuicdo ex vivo do [[**™Tc]-bdtc] em animais com tumores
B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 60 e 120 minutos expressa em %

da dose injetada por grama de 6rgéo (% Dl/qg).

Tabela 16. Biodistribuic&o ex vivo do [[**™Tc]-bdtc] em animais)
com tumores B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 60 e 120

minutos expressa em % da dose injetada por grama de 6rgao

(% DI/g).

Orgéos 15 min 60 min 120 min
Sangue 0,18 + 0,07 0,08 + 0,01 0,32 +0,02
Cérebro 0,02 0 0,01
Tiredide 0,44+ 0,19 0,11+0,02  0,22+0,01
Coracéo 0,27 + 0,16 0,08+0,01 0,19 +0,02
Pulmdes 1,98 + 0,27 059+0,03  1,03+0,36
Rins 1+0,58 0,29 + 0,15 0,5+ 0,04
Estdmago 0,3+0,26 1,17+ 0,72 4,01 + 1,46
Baco 19,24 + 10,85 49,56 + 26,36 53,63 + 7,11
Figado 69,64 +2237  26,16+1,41 37,59+6,21
Intestino grosso 0,04 + 0,03 0,03 0,05 + 0,07
Intestino delgado 0,06 + 0,01 0,42 + 0,02 1,73+0,11
Bexiga 0,26 + 0,04 0,28 + 0,21 0,2+0,28
Osso 0,51+0,3 0,63+0,62  0,25+0,03
Masculo 0,11 +0,03 0,03+001  0,07+0,03
B16F10 0,07 0,04 + 0,01 0,08
TM1M 0,08 + 0,02 0,03 0,08 + 0,01
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Nos experimentos de biodistribuicéo ex vivo e in vivo foi utilizado ®*Ga.

Diferentemente do que foi observado para os complexos de [*™Tc],
onde basicamente foram observadas captacdo hepatica e esplénica, os
complexos de [®Ga-bdtc] e [*In-bdtc], apresentaram comportamento mais
heterogéneo, a comecar pela concentracdo plasmatica. Nos complexos de
[*™Tc] a concentracdo dos complexos no sangue foram menores que 1 % ja
nos primeiros 15 minutos, no complexo [***In-bdtc] o valor diminui de 15,53 +
1,08 %, aos 15 minutos até 9,39 + 3,83 % aos 120 minutos (tabela 18) e para o
complexo [*’Ga-bdtc] a concentrac&o inicia em 22,34 + 2,85 %, aos 15 minutos,
e decai a 12,54 + 7,24 %, aos 120 minutos (tabela 20), sempre considerando a
% Dl/g. Figado e baco acumulam menos complexos quando comparado ao
[™Tc] e os rins passam a apresentar transito ou acimulo, por exemplo, para o
complexo de **'In a concentracdo aos 15 minutos é de 24,47 + 2,95 % caindo
para 16,49 + 6,05 % aos 120 minutos, enquanto que para o °®Ga o valor passa
de 7,63 + 1,07 % para 14,6 = 3,77 %, para 0 mesmo intervalo de tempo.

Com relacdo aos tumores, as taxas de captacdo sdo maiores que
aquelas observadas para os complexos de [*"Tc], mas aqui h4 de se
considerar que a quantidade de sangue circulante com os complexos de *In e
®8Ga é relativamente grande e o que se pode estar medindo é o sangue contido
nos tumores.

Na tabela 21 € possivel comparar a relagdo tumor/sangue (% DI/g) dos
dois complexos e nos diferentes tempos. Observa-se um lento aumento na
razao entre as contagens, mas o0s valores permanecem muito baixo, quando

comparado com outros radiofarmacos usualmente utilizados para deteccao de
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tumores, como o ®FDG (4,12 + 0,62 %), (*'C)metionina (1,26 + 0,26 %) e

[¥™Tc]-MIBI (4,49 +1,31 %) entre outros’®.
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Figura 47. Biodistribuicdo ex vivo do [**In-bdtc] em animais com tumores
B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 60 e 120 minutos expressa em %
da dose injetada por 6rgéo (% DI).

Tabela 6. Biodistribuicdo ex vivo do [**In-bdtc] em animais com
tumores B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 60 e 120
minutos expressa em % da dose injetada por 6rgéo (% DI).

Orgéos 15 min 60 min 120 min
Sangue 25,74 £ 0,81 21,13+ 3,63 17915
Cérebro 0,1+0,09 0,09 0,09 £ 0,03
Tiredide 0,07 £ 0,02 0,05+ 0,02 0,06 £ 0,03
Coracéao 0,35 0,33+ 0,09 0,36 £ 0,11
Pulmdes 1,12 + 0,08 1,06 + 0,47 1,04 + 0,26
Rins 7,92 +1,35 4,97 + 0,56 6,20 £ 1,33
Estdémago 0,37 £ 0,05 0,68+0,3 1,23+1,22
Baco 2,67 £0,26 2,13+£0,22 1,6 £0,61
Figado 57,81 + 6,73 62,79+ 1,33 60,43 +4,48
Intestino grosso 0,6 + 0,03 0,64 +0,1 1,02+£0,2
Intestino delgado 1,97 + 0,46 3,92+0,73 3,41 +0,73
Bexiga 3,01 +3,83 0,98 £ 0,68 1,07 + 0,64
Osso 11,9+ 0,69 9,59+0,44 14,11 + 3,15
Musculo 8,94 + 1,62 6,68 + 0,18 7,54 £ 2,07
B16F10 0,68 £ 0,52 0,90 £ 0,46 0,58 £ 0,35
TM1M 0,48 £ 0,04 1,11 + 0,65 1,89+1,18
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Figura 48. Biodistribuicdo ex vivo do [**In-bdtc] em animais com tumores
B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 60 e 120 minutos expressa em %
da dose injetada por grama de 6rgéo (% DI/g).

Tabela 20. Biodistribuicdo ex vivo do [**In-bdtc] em animais com
tumores B16F10 e TM1M (n=2-3), no tempos de 15, 60 e 120 minutos

expressa em % da dose injetada por grama de 6rgéo (% Dl/g).

Orgéos 15 min 60 min 120 min
Sangue 15,53+ 1,08 11,57+ 1,75 9,39 + 3,83
Cérebro 0,28 + 0,07 0,23+0,01 0,22+0,11
Tireodide 4,11 £ 0,27 2,12+ 0,38 3,01+£1,11
Coracéo 3,74+£0,13 3,22 + 0,66 3,2+1,25
Pulmdes 7,44 +0,2 5,74 £ 0,09 4,99 + 1,52
Rins 24,47 + 2,95 14,48 + 0,96 16,49 + 6,05
Estdmago 1,18 + 0,08 2,02 + 0,67 2,68 +2,17
Baco 40,64 + 3,12 32,23+8,06 22,97 +10,42
Figado 45,76 + 2,85 50,43+ 0,57 41,49+ 10,45
Intestino grosso 0,72+ 0,13 0,87 £ 0,08 1,39+ 0,74
Intestino delgado 1,78 + 0,39 3,38 £ 0,59 2,41+ 0,62
Bexiga 17,84 + 20,25 8,95+ 2,73 2,87 £0,54
Osso 5,03+ 0,48 4,05+ 0,04 512+1,78
Musculo 0,99+0,14 0,75+0,01 0,73+0,29
B16F10 2,85+ 0,06 4,12 + 0,28 4,35+ 1,22
TM1M 2,99 £ 0,33 3,43 +0,33 4 +1,26
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Figura 49. Biodistribuicdo ex vivo do [*®Ga-bdtc] em animais com tumores
B16F10 e TM1M (n=2-3, *=1), no tempos de 15, 60 e 120 minutos expressa em

% da dose injetada por érgao (% DI).

Tabela 7. Biodistribuicdo ex vivo do [*®®Ga-bdtc] em animais
com tumores B16F10 e TM1M (n=2-3, *=1), no tempos de 15, 60

e 120 minutos expressa em % da dose injetada por 6rgéao (%

DI).

Orgéos 15 min 60 min* 120 min
Sangue 30,88 + 11,73 22,81 22,51+253
Cérebro 0,14 + 0,05 0,11 0,16 + 0,03
Tiredide 0,05 0,04 0,1+0,01
Coragéo 0,83 +0,23 0,49 0,55+ 0,1
Pulm&es 2,49 + 0,97 1,21 1,25+ 0,15
Rins 1,83 £ 0,56 2,66 3,93+ 1,46
Estomago 0,24 + 0,02 0,46 3,05+ 0,03
Baco 4,19 + 2,03 4,21 1,52 0,96
Figado 50,69 + 16,87 63,91 51,42 + 20,72
Intestino grosso 0,25 + 0,05 0,47 0,72+ 0,16
Intestino delgado 115+0.4 238 4,06 + 0,6
Bexiga 0,09 + 0,04 0,07 0,83+0,78
Osso 5,56 + 1,04 7,74 6,89 + 3,75
Mdsculo 8,81 + 6,48 4,45 10,27 + 3,64
B16F10 0,87 +0,11 3,56 2,22 +0,17
TMIM 1,2+0,82 2,04 7,77 + 6,68
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Figura 50. Biodistribuicéio ex vivo do [*®Ga-bdtc] em animais com tumores
B16F10 e TM1M (n=2-3, *=1), no tempos de 15, 60 e 120 minutos expressa em
% da dose injetada por grama de 6rgéo (% DI/qg).

Tabela 8. Biodistribuicdo ex vivo do [®®Ga-bdtc] em animais com
tumores B16F10 e TM1M (n=2-3, *=1), no tempos de 15, 60 e 120

minutos expressa em % da dose injetada por grama de 6rgao (%

Dl/g).

Orgéos 15 min 60 min* 120 min
Sangue 22,34 +2,85 13,86 12,54 + 7,24
Cérebro 0,43 +0,04 0,29 0,43+0,4
Tiredide 3,21 +1,15 2,21 13,68 £ 16,64
Coragéao 9,08 +0,34 5,3 7,2 +5,69
Pulmdes 22,10 +2,58 10,97 10,1 +£1,29
Rins 7,63 +1,07 9,86 14,6 £ 3,77
Estdmago 0,87 £ 0,05 1,67 10,27 +13,71
Bacgo 32,17 +£19,03 52,97 11,54 +5,32
Figado 52,36 £6,2 53,06 38,79 +11,51
Intestino grosso 0,60 £ 0,07 0,84 1,23 +0,80
Intestino delgado 1,44 £0,25 2,43 452 +3,74
Bexiga 2,15+1,58 1,71 7,15 +1,77
Osso 2,51 +0,97 3,29 2,41 +1,99
Masculo 1,08 £+ 0,97 0,5 1,05+0,6
B16F10 0,92 + 0,02 2,74 2,93+0,89
TM1M 1,09 £1,07 2,09 2,96 £0,90
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Tabela 9. Relacéo tumor/sangue (% ID/g) dos complexos [***In-bdtc] e [*®Ga-

bdtc] para as linhagens de melanoma murino B16F10 e TM1M

15 min 60 min 120 min
[**!In-bdtc]
B16F10 0,18 + 0,02 0,34 + 0,02 0,49 + 0,13
TM1M 0,19 + 0,01 0,25 + 0,06 0,44 + 0,06
[®®Ga-bdtc]
B16F10 0,04 + 0,01 0,2 0,26 + 0,08
TM1M 0,05 + 0,04 0,15 0,26 + 0,08

5.1 Biodistribuicdo in vivo

5.1.1

biodistribuicdo

[[*°"Tc]O(bdtc)] em animal sadio

vivo  [[*™Tc]O(bdtc)(Hbdtc)]

e

As imagens de SPECT/CT de animais sadios demonstraram aquilo que

se havia observado no estudo de biodistribuicAo ex vivo, que € uma

concentracdo elevada na regido do figado e baco, com quase nenhuma

captacdo em outras regides do corpo (figuras 51 e 52), conforme dados

obtidos nos experimentos ex vivo.
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Figura 51. Imagens tomogréaficas SPECT/CT apés: (A); (B) 1 hora e (C); (D) 2
horas da injecdo do composto [[**"Tc]O(bdtc)(Hbdtc)]

Figura 52. Imagem SPECT/CT apés 1 hora

da injecéio do composto [[*™Tc]-bdtc]
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5.1.2 Ensaios de biodistribuicéo in vivo [[*°"Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] em animal com
tumor

Na imagem obtida com o animal inoculado com duas linhagens tumorais
obtivemos um resultado interessante. As imagens da figura 53 mostram
claramente alguns pontos de captacdo sobre o tumor TM1M, localizado no
dorso superior esquerdo [E] do animal, enquanto ndo se observa captacao no
lado direito [D], onde foram inoculadas células B16F10. Também € possivel

observar alguma captacdo na regido toraxica e da coluna superior do animal.

(A) CT (B) SPECT (C) FUSAO SPECT/CT

Figura 53. Imagem planar de camundongo C57/BI6 com implante de células
TM1M lado esquerdo e B16F10 lado direito: (A) por tomografia
computadorizada (CT); (B) por SPECT 2 horas ap0s administracdo do
[[*°"Tc]O(bdtc)(Hbdtc)]; (C) fusdo de imagens CT e SPECT.



140

5.1.3 Ensaios de biodistribuico in vivo [®®Ga-bdtc] em animal com tumor.

Os ensaios de captacdo in vivo do [®®Ga-bdtc], mostraram através das
imagens realizadas em PET/CT, intensa captacdo hepatica e na bexiga;
captacao difusa no tumor de células B16F10 [D] e captac&o nula no tumor de
células TM1M [E] (figura 54), corroborando o dado da biodistribuicdo ex vivo,

associando a captacdo tumoral a alta taxa do radiofarmaco no sangue.

(A) CT (B) PET (C) FUSAO PET/CT

Figura 54. (A) (CT) do animal com tumor TM1M lado esquerdo e B16F10 lado
direito. (B) PET do animal com tumor TM1M lado esquerdo e B16F10 lado
direito. (C) PET/CT do animal com tumor TM1M lado esquerdo e B16F10 lado

direito

As imagens com o complexo [[*®"Tc]-bdtc] e [*!In-bdic] n&o

apresentaram qualidade suficiente para serem apresentadas.
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6 CONCLUSOES

Na preparacdo dos complexos de [*™Tc]tecnécio pudemos observar a
complexidade das reacdes que envolvem o metal, o qual possui multiplos
estados de oxidacdo e numero de coordenacdo, com um ligante multidentado
contendo oxigénio, nitrogénio e enxofre, o efeito que pH, temperatura e volume
de agente tamponante levara na formacdo de diferentes compostos. Todavia
foi possivel obter dois produtos, o [[*™Tc]O(bdtc)(Hbdtc)] e o [[*°™Tc]-bdtc],
com alta pureza radioguimica.

Os dois complexos de [*"Tc]tecnécio mostaram-se estaveis na
presenca de L-cisteina e L-histidina, mas reagiram na presenca de proteinas
plasmaticas e albumina, mas esse processo precisa ser melhor avaliado.

A preparacdo dos complexos [*’Ga-bdtc] e [*'!In-bdtc] foi mais simples,
gerando apenas um produto para cada um dos metais. Ensaios de estabilidade
mostraram que o composto [**!In-bdtc] ndo é estavel na presenca de L-cisteina
nos tempos de incubacdo analisados, perfil diferente observado na presenca
de L-histidina, em que o composto nao sofre desestruturacdo expressiva.
Quando o composto é incubado em plasma humano, é possivel verificar a
ligacdo do complexo com as proteinas plasmaticas e soro albumina humana. O
complexo [*’Ga-bdtc] mostra-se mais estavel tanto na presenca de L-cisteina e
L-histidina, mas reage também com plasma humano e albumina humana, de
modo semelhante ao observado para o complexo [**In-bdtc].

A captacdo dos complexos de [*"Tc]tecnécio foi baixa em cultura de
células TM1IM e B16F10, e os resultados sugerem que pode haver um

processo de saturacdo de receptores ou metabolizacdo dos compostos, uma
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vez que, no decorrer do tempo, ao invés de haver uma aumento na captacao,
observamos a diminuicdo dos compostos ligados as células.

Os estudos de biodistribuicdo dos complexos de [*™Tc]tecnécio em
animais, apresentaram como resultado uma alta e persistente captacdo no
figado e baco, acima de 90 %.

A captacao nos tumores foi extremamente baixa, menor que 1 % para os
complexos de [*™Tc] e em torno de 2 % para os complexos de ®*Ga e *in,
mas quando se estabelece a relacdo tumor/sangue o valor fica entre 0,2 e 0,4

%, ndo indicado para estudos de imagem.
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7 PROXIMAS ETAPAS

As proximas etapas para este projeto serao:
1- Avaliar o efeito fisioldgico que leva a alta concentracao no figado e baco, dos
complexos preparados.
2- Preparar novos complexos a partir de derivados de tiossemicarbazonas mais
hidrofilicos e avaliar a biodistribuicdo e aplicacbes na deteccdo de tumores e

diferenciacéo entre processos inflamatérios/infecciosos.
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