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IDENTIFICACAO DO EFEITO ANTITUMORAL DE UM POLIPEPTIDEO
ISOLADO DA PECONHA DO PEIXE-ESCORPIAO Scorpaena plumieri E
AVALIACAO DO SEU POTENCIAL USO NO DIAGNOSTICO DE TUMORES

Juliana Soprani

RESUMO

O céancer tem levado a 6bito milhdes de pessoas em todo o mundo. Apesar dos conhecimentos a
respeito dos mecanismos moleculares desta patologia estarem aumentando rapidamente, poucos
avancos estdo sendo conseguidos nas clinicas de terapia e diagndsticos de tumores, o que torna
de extrema importincia o desenvolvimento de novas moléculas para fins terapéuticos e
diagnésticos. Toxinas animais possuem uma diversidade de atividades bioldgicas e
farmacoldgicas e tém se mostrado fonte rica de moléculas com potencial terapéutico. Diversos
trabalhos tém sido realizados com toxinas de animais terrestres, mas toxinas de peixes
venenosos marinhos sdo uma fonte potencial e ainda inexplorada de novas moléculas. Neste
trabalho a peconha bruta do peixe-escorpido Scorpaena plumieri (SPB) e uma enzima
gelatinolitica (SPGP) purificada a partir desta pegonha, foram avaliadas quanto a sua
aplicabilidade na deteccdo diferencial de tumores. Os resultados in vitro demonstraram que
tanto SPB quanto SPGP possuem potente efeito antitumoral sobre células de glioblastoma p-53
selvagem (DLsp= 3,940,98ug/mL e 8,00x10’12i2,94x10’12M, respectivamente) e células de
carcinoma ascitico de Ehrlich (DLsy=14,05+2,95ug/mL e 1,22x10"'+6,56x10"*M,
respectivamente), sendo células de glioblastoma pS53-mutante mais resistentes, para ambas as
substancias (DLsy > 125ug/mL para SPB e DLs, > 1,39x10”M para SPGP). As alteracoes
morfolégicas observadas nestas linhagens quando tratadas com SPB e SPGP, e os dados da
coloracdo com DAPI, indicam que o efeito antitumoral destas substancias ocorre via apoptose.
Sondas radioativas de SPB ([ Tc]SPB) e SPGP (["*"'*I]SPGP) foram sintetizadas com alta
atividade especifica e alta pureza radioquimica. Estudos de biodistribui¢do, realizados por
injecdes via endovenosa caudal, em camundongos implantados nos coxins plantares com tumor
de Ehrlich mostraram que a SPB ndo € captada significativamente pelo tumor. Por outro lado, a
SPGP foi significativamente captada pela pata com tumor, em todos os tempos avaliados
(p<0,05). A administrag¢do intratumoral da ['*I]SPGP elevou os niveis desta molécula no tumor
e reduziu a captagdo em outros 6rgios. Estudos em animais com edema demonstraram que a
SPGP apresenta um tempo de residéncia maior na regido tumoral do que em regides
inflamatérias. Estudos hematolégicos e histopatoldgicos realizados demonstraram que a SPB e
SPGP ndo apresentam toxicidade aguda, mesmo em concentragcdes dez vezes maiores que as
utilizadas nos experimentos de biodistribui¢do e detec¢do de tumores. Estes resultados sdo
inéditos e mostram o potencial da SPGP como molde para o desenvolvimento de farmacos e

radiofarmacos para terapia e diagndstico de tumores.
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IDENTIFICATION OF ANTITUMORAL EFFECT OF A POLYPEPTIDE
ISOLATED FROM SCORPIONFISH Scorpaena plumieri VENOM AND
EVALUATION OF ITS POTENTIAL USE FOR TUMOR DIAGNOSIS

Juliana Soprani
ABSTRACT

Cancer has killed millions of people worldwide. Despite the increasing knowledge about the
molecular basis of tumor development, few advances have been reached in clinical therapy and
diagnoses, which shows the importance of new drugs development for therapeutic and diagnosis
purpose. Venomous creatures have been studied as potential sources of pharmacological agents
and physiological tools. A lot of work has been done about biological activity of terrestrial
animals, but comparatively less research has been undertaken on venomous marine creature,
particularly fish, which means that marine toxins represent a vast and unexplored source of
novel molecules with therapeutical potential. In this work, the scorpionfish Scorpaena plumieri
crude venom (SPB) and a gelatinolytic protease purified from this venom (SPGP) were
evaluated for their applicability for in vivo tumor detection. In vitro results showed that both,
SPB and SPGP, possess a powerful antitumor effects on p53-wild-type glioblastoma cells
(LDsp=3,9+0,98ug/mL and 8,00x10"%42,94x10"*M, respectively) and Ehrlich ascites
carcinoma cells (LDsy=14,05+2,95ug/mL and 1,22x10"'46,56x10"°M, respectively). P53-
mutant glioblastoma cells were more resistant to both, SPB and SPGP treatment (LDsq >
125pg/mL and LDs, > 1,39x10°M, respectively). The morphological changes observed in the
cell lines treated with SPB and SPGP, and the data of DAPI staining, indicate that the antitumor
effect of these substances occurs via apoptosis. Radioactive probes of SPB ([99mTc] SPB) and
SPGP ([125I] SPGP) with high specific activity and high radiochemical purity were
synthesized. Data of biodistribution studies, performed by intravenous injections in Swiss mice
bearing Ehrlich carcinoma cells, showed that SPB has poor uptake in tumor region. On the other
hand, SPGP had a substantial uptake in tumor at all analyzed times. Intratumoral administration
of ['®I|SPGP increased its uptake by the tumoral region and substantially reduced the uptake by
other organs. Biodistribution studies in animals with edema confirmed that SPGP presents
longer residence time in tumoral region than into inflammation site. Hematologic and
histopathologic studies showed that SPB and SPGP did not present acute toxicity, even at
concentrations ten times higher than those used in biodistribution studies. These results indicate
the potential of SPGP as template for the development of new drugs and radiopharmaceuticals

for tumors diagnosis and therapy.
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1. INTRODUCAO

1.1. O Cancer

1.1.1. Definicao e estatistica

Cancer é um termo genérico utilizado para um conjunto de mais de 100 doencas que
podem afetar qualquer parte do corpo. Elas sdo resultado de um processo de
crescimento desordenado de células anormais que crescem além de seus limites usuais e
podem invadir partes adjacentes do corpo e/ou se propagarem para outros Orgaos, num
processo conhecido como metastase (Chambers, 2002). Os termos céncer, neoplasia
maligna e tumor maligno sdo sindnimos e distinguem-se dos tumores benignos
principalmente devido ao poder de invasdo e capacidade de metastatizar (Rang et al.,
2003). Além disso, diferente das neoplasias benignas, as quais apresentam células bem
diferenciadas, as neoplasias malignas s@o caracterizadas por possuirem células em uma
variedade de graus de diferenciacdo (desde células muito bem diferenciadas até

completamente indiferenciadas).

O cancer € uma das maiores causas de morte em todo mundo, sendo responsivel por
13% dos 6bitos em 2005 (OMS, 2006). O nimero de casos da doenca tem crescido
anualmente, e segundo estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (2006), no ano
2020 serdo mais de 15 milhdes de novos casos e mais de 12 milhdes de mortes pelo
cancer. Deve-se ressaltar ainda que esses indices estdo subestimados devido as
dificuldades de notificacio e registro dessa patologia em muitos paises

subdesenvolvidos (De Carvalho, 2006).

No Brasil, a incidéncia de cancer na populacdo acompanha as estatisticas mundiais. As
neoplasias representam a segunda maior causa de morte por doencas, ficando atrds
apenas das doengas do aparelho circulatério. Nos dltimos cinco anos o SUS (Sistema
Unico de Satdde) tem registrado um aumento expressivo no ndmero de pacientes
oncolégicos atendidos por suas unidades de alta complexidade. S6 em 2006 foram 1,6
milhdo de consultas ambulatoriais na drea de oncologia, sendo registrados 472 mil

novos casos e 423 mil internacdes (Mendonga et al., 2006; INCA, 2007).
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Segundo estudos realizados pela IARC (Agéncia Internacional para Pesquisa contra o
Cancer), o aumento do nimero de casos de cancer em todo o mundo pode ser explicado
pelo continuo crescimento da populagdo e pelo aumento da expectativa de vida.
Também a propagacio de fatores de risco tais como o tabaco, o consumo excessivo de
enlatados e corantes artificiais e os altos indices de estresse podem contribuir para a

elevacao dos casos de cancer (IARC, 2006).

Existem vdrios fatores que elevam a propensdo individual ao cancer. As mudangas
provocadas no meio ambiente pelo proprio homem, os habitos e o estilo de vida adotado
pelas pessoas, em si, ndo produzem o cancer, mas aumentam a probabilidade de
mutagdes genéticas resultarem em céncer. Esses fatores podem ser externos ou internos
ao organismo, estando inter-relacionados. Fatores externos referem-se ao meio ambiente
e aos habitos ou costumes proprios de um ambiente sdcio-cultural. Por exemplo, ja se
sabe que cigarro e a exposicdo excessiva ao sol podem causar, respectivamente, cancer
de pulmio e de pele. Uma dieta rica em corante, conservantes e gorduras também
contribuem para o aumento da carcinogénese (Pusztai ef al., 1996). Os fatores internos
sd0, na maioria das vezes geneticamente pré-determinados, e estdo ligadas a capacidade
do organismo de se recuperar das agressdes externas. Estima-se que aproximadamente
5-10% de todos os tumores estdo ligados s fatores hereditarios (American Brain Tumor
Association, 2006). Também té€m sido relatados como fatores internos agentes
biol6gicos capazes de desencadear o processo de tumorigénese. O papiloma virus, por
exemplo, tem sido identificado em 18 a 95% dos carcinomas de colo uterino e embora a
infec¢do viral sozinha ndo seja suficiente para iniciar o processo de transformacdo
maligna do epitélio cervical, numerosas evidéncias indicam que a presenca do virus
predispde a alteragdes genéticas adicionais (Zur Hausen, 2001). Sdo raros casos de
canceres que ocorrem somente por fatores internos. Na maioria, fatores externos e
internos interagem de vdrias formas, aumentando a probabilidade de transformagcdes
malignas nas células normais. O surgimento da doenca depende também da intensidade

e duracdo da exposicdo das células aos agentes causadores de cancer (INCA 2007).

1.1.2. Formacao de tumores

O crescimento anormal das células no tumor é resultado de sucessivas modificagdes

genéticas e moleculares, que geralmente ocorrem e se acumulam no organismo através
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de décadas (Crowell, 2005). O desenvolvimento do céancer tem forte relacio com danos

e reparos do material genético das células, o DNA (Reddy et al., 2003).

Células cancerosas possuem defeitos nas vias regulatdrias que governam 0S processos
de proliferacdo e homeostase em células normais. A enorme variedade de tipos tumorais
existentes e a variedade de altera¢es genéticas encontradas em cada um deles levantam
questdes a respeito de sua formacgdo, como por exemplo: quantas vias regulatorias
dentro de cada tipo celular devem ser alteradas para que ela se torne cancerosa? O
mesmo grupo de alteracdes, em tipos celulares diferentes, desencadearia 0 mesmo tipo
de resposta, encaminhando células normais para o desenvolvimento neopldsico? Ou
mesmo, é possivel que a imensa e diversa gama de genes associados ao cancer seja parte

de um pequeno numero de vias regulatérias? (Michalides et al., 2002).

Sabe-se com certeza que a tumorigénese em humanos é um processo de multiplos
passos, onde cada passo reflete alteracdes genéticas que dirigem a progressiva
transformacao das células normais em suas derivadas de crescimento maligno (Renan,
1993). Apesar da complexidade dessa doenca, pesquisadores t€ém sugerido que a gama
de alteracdes encontradas nas células cancerosas ¢ a manifestagdo direta de seis
alteracdes fisioldgicas bdsicas que, coletivamente ditariam o crescimento neopldsico.
Seriam elas: a auto-suficiéncia em fatores de crescimento, a insensibilidade a fatores
antiproliferativos, a evasdo da apoptose, a aquisi¢do de potencial replicativo ilimitado, a
angiogénese auto-sustentada e a invasdo tecidual (FIG.1) (Hanahan & Weinberg, 2000).
Cada uma dessas alteragdes fisioldgicas constitui uma nova capacidade adquirida pela

célula, e representa a quebra de um poderoso sistema de defesa anticincer existente em

todos os tecidos do organismo.

Segue abaixo uma breve explanagdo de como cada uma destas capacidades pode ser

adquirida e como colaboram para o desenvolvimento do céancer.
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Autosuficiéncia em
fatores de crescimento

Evasao da apoptose

Angiogénese Invasao tecidual
sustentada e metéstase

Potencial replicativo
ilimitado

FIG.1: Alteracoes fisiologicas essenciais para estabelecimento e crescimento neoplasico. A
maior parte, se ndo todos os céinceres, sofrem as mesmas alteracdes funcionais durante seu
desenvolvimento, embora as alteragcdes possam ocorrer por danos em diferentes pontos das vias.

Adaptado de Hanahan & Weinberg (2000).

Auto-suficiéncia em fatores de crescimento: Toda célula inicia o processo de
proliferacdo celular depois de receber um sinal externo, rigidamente controlado (Mareel
& Leroy, 2003). Os estimulos proliferativos (tais como fatores de crescimento TGF e
PDGF) sao entdo transduzidos do meio extracelular para o interior das células através
de receptores de membrana. A aquisicdo de auto-suficiéncia em fatores de crescimento
pode ocorrer por diferentes mecanismos. Algumas adquirem a capacidade de produzir
os fatores de crescimento que deveriam ser providos por outras células, ou super
expressam esses receptores, o que permite que niveis extracelulares normais de fatores
de crescimento desencadeiem um processo proliferativo acelerado (Pauwels et a.l,
1998). Outra alteragdo comum € a expressao de receptores constitutivamente ativos, os
quais propagam o sinal de crescimento mesmo sem a presenca do ligante externo (Fedi

et al., 1997; Bertram, 2001).
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Insensibilidade a fatores antiproliferativos: Em um tecido normal, varios sinais
antiproliferativos operam para manter a quiescéncia celular e a homeostase tecidual. Os
sinais antiproliferativos, assim como os de crescimento, interagem com receptores
transmembrana que possuem um dominio citoplasmético acoplado a uma cascata de
sinalizacdo interna (Chin et al., 1998). Em nivel molecular, a maioria das células
tumorais escapa da sinaliza¢do antiproliferativa por alteragdes nos receptores de
membrana, que param de transduzir sinais extracelulares para o interior da célula,

fazendo com que ela perca a capacidade de interpretar o estimulo inibitério (Bertram,

2001).

Potencial replicativo ilimitado: Em teoria, células normais possuem um ndmero limite
de divisdes celulares ap6s o qual entram em senescéncia e morrem. Essa caracteristica,
inicialmente descrito por Hayflick e por isso batizada “Limite de Hayflick”, seria uma
protecdo do organismo contra a imortalidade das células, e garantiria a sadde dos
tecidos. Este limite foi observado em cultura de células, onde o nimero maximo de
divisdes antes que a célula morra gira em torno de 50-70 (Holt ef al., 1999). Na
tumorigénese, as células perdem a capacidade de detectar este limite e adquirem
potencial replicativo ilimitado. Em geral, essa fuga ocorre gracas a uma super expressao
da telomerase, uma enzima responsavel pela reposicdo dos telomeros, os quais sdo
seqiiéncias de DNA formados por milhares de elementos repetitivos de seis pares de
base (pb). Cada telomero perde de 50 a 100pb a cada divisdo celular e sua erosdo
progressiva ao longo das duplicagdes causa uma instabilidade cromossomica que eleva
a ocorréncia de danos néo corrigidos (tais como fusdes) capazes de desencadear a morte
celular apoptdtica. Essa expressdo aumentada € observada em 85% dos tumores
humanos, e ja foi descrita também em tumores obtidos em camundongos predispostos

ao cancer (p16INK4A'/ ) (Ainsner et al., 2002).

Angiogénese auto-sustentada: A necessidade de oxigénio e nutrientes determina que a
maioria das células do organismo estejam localizadas junto a um capilar sanguineo
(Mareel & Leroy, 2003). Contudo, durante o processo inicial de transformag¢@o maligna,
o crescimento celular rdpido e desorganizado ndo é acompanhado pela proliferacdo
vascular e provoca a morte massiva das células tumorais. Para que o tumor avance, as
células precisam entdo adquirir a capacidade de induzir a proliferacdo vascular

(angiog€nese ou neovascularizacio), e possibilitar a obtencdo de nutrientes (Skobe et
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al., 1997). Os tumores promovem a vascularizagio através da quebra do equilibrio entre
indutores e inibidores, sendo comum observar o aumento da expressdo de indutores
como VEGF (vascular endothelial growth factor) e FGF (fibroblast growth factor), ou a
diminui¢do da expressdo de inibidores (trombospondina-1 e interferonf}) ou mesmo a
ocorréncia de ambos os processos simultaneamente (O’Reilly et al., 1994; Hahn et al.,

1999, Skobe et al., 2001).

Resisténcia a apoptose: A aquisicdo de resisténcia a apoptose é uma caracteristica
inerente a todos os canceres. Certamente, os mecanismos apoptdticos constituem a
grande barreira para a progressdo tumoral e uma célula cancerosa para ser bem sucedida
deve ser capaz de burlar mais este controle de manuten¢do da homeostase tecidual. O
mecanismo de evasdo pode residir na inativacdo de vias relacionadas & indugdo de
morte, na super expressdo de genes anti-apoptéticos (como [APs), e nas delecdes em
genes pro- apoptéticos (como BCL2). Mas o mecanismo de evasdo encontrado na
maioria dos canceres € a inativacdo do gene P53, ou de alguma molécula de sua via de
sinalizacdo (Igney & Krammer, 2002; Shivapurkar et al., 2003). Muta¢des que inativam
pS53 ou moléculas efetoras de sua via, e possibilitam a fuga aos sinais apoptéticos, sdo

encontradas em mais de 50% dos tumores humanos (Igney & Krammer, 2002).

Invasdo tecidual e metdstase: Mais de 90% das mortes por cancer acontecem quando a
doenga atinge o processo de metdstase e para que esse processo acontega, a célula
tumoral deve ser capaz de migrar de seu tecido de origem e se estabelecer com sucesso
em outras regides do corpo (Sporn, 1996). O fendmeno da invasio tecidual pelas células
tumorais talvez seja o mais complexo e o menos compreendido de todos (Mareel &
Leroy, 2003). Resultados experimentais indicam que moléculas de adesdo intercelular,
de ades@o a matriz extracelular e proteases intersticiais sdo os principais componentes
deste complicado processo (Hananhan & Weinberg, 2000). Entre as moléculas de
adesdo célula-célula, ou CAMs (cell-cell adhesion molecules), estdo as integrinas, uma
familia de receptores glicoprotéicos transmembrana que participam da adesdo célula-
matriz extracelular (Thorne et al., 2000). Elas medeiam a ancoragem e migracdo via
reconhecimento de diferentes moléculas da matriz extracelular. Mais que isso, sinais
intracelulares gerados pelos dominios citoplasmaticos desses receptores influenciam a
expressdo génica, afetam o controle de sobrevivéncia celular, a proliferacio e

diferenciacdo (Cepek et al., 1994; Aplin et al., 1998; Giancotti & Ruoslahti, 1999).
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Uma vez que os diferentes tecidos invadidos possuem diferentes componentes em sua
matriz, células malignas experimentam alteragdes em seu micro ambiente a medida que
executam sua jornada migratéria, e a colonizacdo bem sucedida de novos locais
depende da adaptacdo celular conseguida por meio de alteragdes nos padrdes de
expressao das integrinas (Bergers & Coussens, 2000; Vihinen et al., 2000, Furuta et al.,

2007).

O estudo das alteragdes que levam uma célula normal a se torna maligna, e a aquisicdo
de conhecimentos sobre as vias moleculares pelas quais essas alteracdes ocorrem € de
extrema importincia para o tratamento do cincer. A utilizacdo das capacidades
adquiridas pelas células tumorais como marcadores para o desenvolvimento de novos
farmacos, pode permitir a geracio de drogas especificas para cada tipo de tumor e para
cada estigio da doenga, ou mesmo drogas capazes de detectar células apenas

potencialmente cancerosas (Hanahan & Weinberg, 2000).

1.2. Apoptose: a morte celular programada

A apoptose ou morte celular programada ¢ um conjunto de eventos ordenados que
culminam na remocgdo seletiva de células dos tecidos (Los et al., 2003). E um
acontecimento comum no organismo, tanto em situacdes fisiolégicas quanto
patolégicas, e permite que organismos multicelulares controlem o niimero de células em
seus tecidos e eliminem células individuais que possam trazer algum risco a sua
sobrevivéncia, tais como células que sofreram danos em seu material genético, ou que
estejam infectadas por virus (Arends & Wyllie, 1991; Cohen, 1997). Os mecanismos
fisiologicos de morte celular s@o essenciais no desenvolvimento e homeostase dos
organismos, ocorrendo no desenvolvimento embriondrio durante a morfogénese, em
adultos durante a renovagdo tecidual e mesmo ao fim de uma resposta imune

(Thompson, 1995).

Diferente do que ocorre na morte necrdtica (que provoca uma resposta inflamatéria
potencialmente prejudicial ao organismo), alteracdes na membrana plasmdtica de
células apoptéticas resultam em seu reconhecimento e fagocitose pelos macréfagos

antes da liberacdo do seu conteido citoplasmdtico para o meio extracelular, o que
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previne o desencadeamento de um processo de inflamacdo do tecido (Ziegler et al.,
1997; Ashkenasi & Dixit, 1998). Enquanto a necrose é definida como um processo
descontrolado de colapso celular, iniciado como conseqiiéncia de danos significativos e
irreversiveis, a apoptose € um processo controlado de desintegrag@o celular (Fadeel &
Orrenius, 2005). Diversas caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas
distinguem os processos de morte celular por necrose e apoptose. A Tabela 1, trds as
principais diferencas existentes entre estes dois processos. Na apoptose, a cromatina
nuclear se condensa se marginaliza em torno da carioteca, e é fragmentada em pontos
especificos de 180 pares de base. Também ocorre compactagdo das organelas
citoplasmaticas, e uma dilatagdo do reticulo endoplasmatico, além de uma marcante
reducdo no volume celular. Ao fim do processo s@o originados os corpos apoptéticos, os

quais sdo fagocitados pelos macréfagos (FIG.2).

Devido a importancia desse mecanismo fisiolégico, falhas em sua regulacio podem
favorecer o aparecimento de diversas patologias e serem fatais para o organismo. Em
certos neurdnios, por exemplo, o aumento da taxa apoptética contribui para o
aparecimento de doencgas neurodegenerativas, tais como as Doengas de Alzheimer e
Parkinson. J4 a ocorréncia reduzida deste processo pode levar ao surgimento de doengas
auto-imunes e ao aparecimento dos mais diversos tipos de cancer (Thompson, 1995;

Solé et al., 2001).
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Tabela 1: Resumo das caracteristicas morfolégicas, bioquimicas e fisioldgicas que

diferenciam os processos de morte celular por necrose e apoptose. Modificada de Sola et

al., 2001.
Caracteristicas Necrose Apoptose
® Nio ocorre perda da integridade
de membrana;
® Perda da integridade da
® Condensacdo e fragmentacdo da
membrana celular;
cromatina nuclear;
® Lise total da célula;
. ® Redugdo do volume
Morfologicas e Nio ha formacdo de ) )
citoplasmatico;
vesiculas;
® Fragmentacdo da célula em
® Desintegragdo  desordenada »
corpos apoptoticos;
das organelas celulares.
® Aumento da permeabilidade
mitocondrial.
® Processo dependente de ativacdo
enzimatica;
® Perda da regulacdo da
® Dependente de ATP;
homeostase i0nica;
L ® Degradacdo do DNA em porcdes
Bioquimicas ® Nao requer gasto de energia;
especificas de 180pb;
® Degradacdo  aleatéria do
® Ativacdo da cascata de caspases;
DNA.
® Alteragdes  direcionadas na
membrana plasmética.
o Afeta células individuais;
® Afeta grupos de células;
® Induzida por estimulos
® [niciada por estimulos ndo . )
Fisiologicas fisiol6gicos;

fisiolégicos;

® Gera resposta inflamatéria.

® Fagocitose por macrdéfagos;

® Nio gera resposta inflamatéria.
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FIG.2: Imagens ilustrativas dos processos de apoptose e necrose. (A) Imagem ilustrativa dos
processos de necrose e apoptose (Modificado de Cruchten & Broeck, 2002). (B) Alteracdes
celulares sofridas durante os processos de morte por necrose e apoptose: a) Microscopia
Eletronica de Transmissdo (MET) de uma célula necrética, onde € possivel visualizar a
desintegracdo desordenada das organelas e da membrana celular (aumento de 10000 vezes). b)
MET de uma célula normal (1) e de uma célula apoptética (2). Observe a condensacdo da
cromatina caracteristica do processo de apoptose (aumento de 8000 vezes). c) Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) de uma célula necrdtica mostrando a perda da integridade da
membrana plasmatica (aumento de 5000 vezes). d) MEV de célula apoptética, e visualizagdo da
fragmentacdo ordenada por meio da formagdo dos corpos apoptéticos (aumento de 5000 vezes).

Modificado de: Pudence University Cytometry Laboratories, On line, 2005.

Este tipo de morte celular exige, portanto, um processo de regulacdo muito fino, onde o
destino de viabilidade ou de morte celular é determinado pelo balango entre proteinas
anti e pro-apoptéticas. Normalmente, sinais de sobrevivéncia vindos da vizinhanga
celular e sensores internos para manutencdo da integridade da célula mantém a
maquinaria apoptética desligada. Quando, por algum motivo a célula perde contato com
sua vizinhanca, ou apresenta um dano interno irrepardvel inicia-se o processo de
apoptose. Células que recebam sinais confusos de pausa e/ou avango no ciclo celular
também iniciam o suicidio apoptético (Evan & Littlewood, 1998). Na verdade, muitos
genes que controlam o ciclo celular, tais como P53, MYC e RB1, e proteinas da familia

pBCL2 (Bcl2, Bax, Bad, Bid, dentre outros), estdo envolvidos no processo de morte por
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apoptose (Ricci et al., 2006). Outra classe de proteinas que desempenha papel central
neste processo sdo as caspases, as quais sdo uma familia de cisteino-proteases, que
clivam especificamente substratos com residuos de dcido aspartico (Martin & Green,
1995). Elas existem no citosol da maioria das células na forma inativa (de procaspases),
como uma Unica cadeia polipeptidica. Sua ativagdo ocorre por meio de uma clivagem
proteolitica que consiste na remog¢do do pro-dominio aminoterminal e na clivagem do
peptideo resultante em duas subunidades, que unidas produzem a enzima funcional

(Putcha et al., 2002).

Em mamiferos, as cascatas de sinalizacdo que culminam na apoptose podem ser
iniciadas por duas vias principais: a via mitocondrial ou intrinseca, e a via de receptores
de morte ou extrinseca (Green & Kroemer, 2004). No final, ambas as vias convergem
para as mesmas agdes, e resultam na clivagem das moléculas estruturais e reguladoras
da célula. Os dois caminhos se interconectam através da mitocondria, e a separagao dos

mesmos em processos distintos €, na verdade, meramente didatica (Klener Jr et al.,

2006).

Dentre os fatores que podem desencadear a via intrinseca da apoptose estdo as injurias
fisicas e quimicas (radiacdo UV, hipoxia, desbalan¢o osmético, alteragdes bruscas de
temperatura, etc.), alteracdes na expressdo de oncogenes ou genes supressores de tumor
(MYC, FOS, P53, etc.), danos ao citoesqueleto, danos irreversiveis ao material genético
(por agentes mutagénicos, citostaticos, radiagdo ionizante, etc.), fatores de crescimento
celular, deficiéncia de nucleotideos ou ATP, acimulo de proteinas desnaturadas, entre
outros fatores de estresse (Thorburn, 2004). Apesar de diferentes fatores funcionarem
como iniciadores dessa via, todos desencadeiam os mesmos efeitos na célula, a saber: o
aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial externa e o aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que culminam na liberagdo para o
citoplasma, de citocromo-c e outras moléculas pré-apoptdticas, tais como
Smac/DIABLO, AIF e endonuclease-G (Li et al., 2001). O mecanismo pelo qual ocorre
a liberacdo desses fatores pré-apoptdticos a partir do espago intermembranar
mitocondrial ainda ndo € totalmente compreendido. Acredita-se que, em resposta a
diferentes fatores de estresse, proteinas pro-apoptéticas tais como Bcel2 (Bax, Bak, Bid,
Bad), ligam-se a membrana mitocondrial externa e inativam protefnas anti-apoptdticas,

o que induz a formag@o de poros transmembranares, por meio dos quais sdo liberados o
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citocromo-c (Green & Kroemer, 2004). No citoplasma, o citocromo-c se liga, na
presenca de ATP, a proteina adaptadora Apaf-1 e a procaspase-9, formando um
complexo multiprotéico, denominado apoptosoma (Klener ef al, 2006). O apoptossoma

ativa caspase-9, a qual ativa caspase-3, o que resulta na morte celular (FIG.3).

MITOCONDRIA
Estresse /\ o
celular Liberacho de Inibicéo de IAPs
Smac/DIABLO @ @
> ® ®
/ O
/

/ \_j O ) oApaf—1 Apoptossoma
& °o 2
A A /
N 14/ e O 75/0_. Q%\ééc/:)
</ 0 J/c m
G¢ |

Procaspase-9 Caspase 9

|

Caspase 3 —  APOPTOSE

FIG.3: Desenho esquema da via apoptética intrinseca ou mitocondrial. Virios estimulos
pré-apoptdticos estimulam proteinas da familia Bcl2 (Bax, Bad, Bak, Bid) a formarem poros na
membrana mitocondrial externa. A liberacdo de citocromo-c por meio desses poros permite a
formacdo dos apoptossomos, o que ativa a caspase-9. Esta por sua vez, ativa caspases efetoras,
propagando o sinal de morte. Outras moléculas (ex. Smac/DIABLO) colaboram com a execu¢do

do sinal apoptético inibindo moléculas anti-apoptéticas (IAPs). Adaptado de Klener et al., 2006.

Também a liberagdo de Ca®™, pelo reticulo endoplasmitico, desempenha papel crucial
na via intrinseca. Quando liberado para o citosol é rapidamente capitado pela

mitocondria, o que estimula a formacdo de ROS e facilita a abertura dos poros
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transitérios formados pelas proteinas da familia Bcl2 e conseqiientemente a liberacdo

dos fatores pré-apoptoticos (Brookes et al., 2004).

A via extrinseca € ativada por receptores de morte da superfamilia de receptores TNFR
(Tumor Necrosis Factor Receptors), e atua mais diretamente sobre a cascata de
caspases. Os receptores de morte sdo proteinas transmembranas tipo I, que transmitem
sinais de apoptose para o interior da célula quando ligantes especificos se conectam a
eles. Sdo caracterizados pela presenca de um dominio extracelular rico em cisteina que
se repete 2-5, o qual medeia a ligacdo receptor-ligante, e um dominio intracelular
extremamente conservado chamado dominio de morte (DD — Death Domain),
responsavel pela transmissdo do sinal para o interior da célula Os ligantes de morte sdo
glicoproteinas de membrana do tipo II, pertencentes a superfamilia TNF (MacEwan,
2002). Essas moléculas se tornam disponiveis para ligacdo aos receptores quando sdo
fisiologicamente liberadas da membrana, ou quando sdo clivadas por metaloproteases
especificas e se tornam soluveis. A ligacdo do ligante ao seu receptor induz alteracdes

conformacionais ou permite a formacdo de complexos moleculares capazes de ativar

caspases (FIG.4B).

Por exemplo: a intera¢do de Fas (um membro da familia TNFR) com seu ligante (Fas-
L) no meio extracelular dispara a formacdo de um complexo de sinalizagdo de inducdo
de morte (DISC - do inglés Death-inducing signaling complex). Nessa via de
sinalizacdo, que inclui a molécula adaptadora FADD (Fas-associated death domain), a
procaspase-8 € recrutada, e a ligagio FADD-procaspase-8 leva formacao de caspase-8,
por meio de uma clivagem autoproteolitica. A caspase-8 entdo é capaz de ativar outras
caspases, propagando o sinal de morte celular, como mostra a FIG.4A (Salvesen &
Dixit, 1999; Kang et al., 2003). A partir da clivagem da procaspase-8 a caspase-8, os

caminhos apoptéticos das vias intrinseca e extrinseca se interconectam.

Ha ainda um terceiro mecanismo que nio envolve nem os receptores de morte nem a
sinalizacdo por danos a mitocondria. Este caminho estd associado a ativacdo da
proteina nuclear p53 em resposta a danos no material genético (Shivapurkar et al.,

2003).
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FIG.4: Desenho esquematico da Via Extrinseca da apoptose e do Receptor
transmembrana de Morte. (A) Esquema da via extrinseca da apoptose. Sinais de morte
vindos do meio extracelular desencadeiam a cascata de ativacdo das caspases, o que culmina no
processo de suicidio celular. (B) Detalhe do Receptor de Morte e seus dominios. Adaptado de
Klener et al., 2006. (Modificado de: Espreafico, 2005. Disponivel em:
http://tbp.fmrp.usp.br/didatico/Medicina- BiologiaCelular/ Aulal5%20 Apoptose.ppt. Acessado
em: 03/03/2007.

A p53 € uma fosfoproteina nuclear, implicada no controle do ciclo, reparo e sintese de
DNA e diferenciacdo celular. Age como um fator de transcri¢do capaz de regular muitos
genes e desempenha papel central nos pontos de checagem do ciclo celular. (Prives et
al., 1999). Apesar de seu papel nos processos de checagem do ciclo celular, esse gene é
também capaz de induzir a morte apoptdtica. Quando um dano ao material genético é
detectado, esta proteina retarda a passagem da célula da fase G1 a fase S do ciclo
celular, até que haja o reparo no DNA. Se o dano for grave, e o reparo invidvel, a
molécula p53 sinaliza para o inicio da apoptose, através do estimulo para expressao de
genes pro-apoptéticos da familia BCL2, e pela inibicdo de fatores anti-apoptdticos

(Miyashita & Reed, 1995). P53 também pode aumentar a expressao do gene FAS ou
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facilitar seu transporte do complexo de Golgi para a membrana celular (Hahn, et al,

1999).

1.3. Tratamento do cincer

Diferentes técnicas podem ser utilizadas no tratamento de tumores. O tipo € o nimero
de tratamentos empregados dependem do tamanho, localizacdo, taxa de crescimento e
dos sintomas apresentados pelo paciente (Taraphdar et al., 2001). Tratamentos locais
convencionalmente incluem a cirurgia e a radioterapia, sendo a quimioterapia utilizada
para tratamentos regionais. Tumores sdlidos sdo de dificil tratamento, mas avangos na
qualidade das drogas quimioterdpicas t€ém permitido maior indice de cura em tumores

locais e maior controle das metastases (Parnell & Woll, 2006; INCA, 2007).

1.3.1. Cirurgia

A cirurgia é a forma mais antiga de tratamento para o cancer. Avangos nas técnicas
cirtirgicas tém possibilitado o aumento do nimero de procedimentos realizados com
sucesso. Atualmente, cirurgias menos invasivas freqiilentemente sdo capazes de remover
tumores maiores sem afetar dreas sadias do orgdo. Esse método é utilizado como
tratamento principal para a maioria dos cinceres nido metastiticos, sendo geralmente
realizado quando o tumor gera risco de morte ou afeta demasiadamente a qualidade de
vida do paciente. Entretanto, mesmo aliviando os sintomas da doenga, na maioria dos
casos a cirurgia ndo é capaz de curar por si s6: s@o necessarios métodos pds-cirtrgicos
complementares, tais como a radio e a quimioterapia (Pollock & Morton, 2003). Outro
grande problema do tratamento cirdrgico, é que ele se torna invidvel em muitos casos
nos quais o tumor esta inacessivel ou localizado préximo a estruturas cerebrais vitais,
ou mesmo quando o paciente estd debilitado demais para resistir ao procedimento

cirtrgico (IRSA, 2006).

1.3.2. Quimioterapia

A quimioterapia consiste na utilizacdo de substincias quimicas para combater células

tumorais. A maioria dos agentes quimioterdpicos exerce seus efeitos pela inibicdo de
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um ou mais processos envolvidos na divisdo celular e podem ser classificados de acordo
com seu mecanismo de acdo em agente alquilantes, antimetabdlitos, inibidores de

mitose e antibidticos antitumorais.

Agentes alquilantes sdo drogas quimicamente reativas que interagem covalentemente
com DNA, causando quebras duplas ou simples na fita, e ligacdes cruzadas inter e
intrafita. Também s@o capazes de interagir com outras moléculas celulares, fazendo com
que percam suas fungdes. Antimetabdlitos sdo agentes citotoxicos que estruturalmente
se assemelham as purinas, pirimidinas e dcidos nucléicos, e sdo capazes de inibir
enzimas da via de sintese do DNA ou RNA, causar quebras na fita ou mesmo causar
término prematuro do processo de replicagdo. A citotoxicidade destes agentes depende
do periodo de tratamento, ndo sendo dose-dependente. Inibidores de mitose podem atuar
por inibi¢do da acdo da topoisomerase, um grupo de enzimas que controla a estrutura
tridimensional da molécula de DNA durante o processo de replicacdo, ou pela ligacdo a
dimeros de tubulina. No primeiro caso a inativagdio da enzima leva a uma
desestabilizacdo do material genético, causando quebras e ligacdes cruzadas. J4 o
segundo grupo de compostos se liga aos dimeros de tubulina, a unidade bdsica de
formagdo dos microtibulos, impedindo a formacdo dessas estruturas, as quais exercem
funcdes cruciais durante a mitose, meiose, processos de transporte intracelular e
secrecdo. O ultimo grupo de compostos, os antibidticos antitumorais, possuem
diferentes modos de agdo, podendo realizar ligagdes cruzadas com DNA ou mesmo
inibir a mitose, através da liberacdo de radicais livres e alteragdes na membrana

plasmatica (Sikic, 1999; Lind, 2004; Parnel & Woll, 2006).

Agentes quimioterdpicos freqiientemente pode trazer um alivio temporirio dos
sintomas, prolongando a vida dos pacientes, e podem até mesmo fornecer a cura. A
quimioterapia pode ser utilizada em combinagdo com outros tratamentos, ou mesmo

isoladamente, podendo ser:
Curativa: quando utilizada como tratamento principal. E administrada em um pequeno

grupo de tumores quimiossensiveis, os quais respondem a combina¢do de drogas de

forma positiva, permitindo a eliminagfo de tumores volumosos ou mesmo metastases.
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Neoadjuvante: quando administrada antes do tratamento local principal (cirurgia ou
radioterapia), com objetivo de reduzir o tamanho da massa tumoral e inibir possiveis
micrometdstases. Sua aplicagdo facilita o processo cirtrgico, melhorando a preservacio

e manutencdo do aspecto normal do 6rgao.

Potencializadora: quando administrada juntamente com a radioterapia, visando reduzir

a dose de radiacdo e elevar o potencial terapéutico do tratamento.

Adjuvante: quando administrada apds o tratamento principal (cirurgia ou radioterapia).
Visa eliminar células ndo detectadas capazes de gerar metastases. Em pacientes com

alto risco de recidiva, a quimioterapia adjuvante eleva a sobrevida e as taxas de cura.

Paliativa: para a maioria dos tumores metastiticos solidos, a quimioterapia nao é
curativa, mais pode reduzir a massa tumoral, aliviar os sintomas e estender a sobrevida

dos pacientes. Quando utilizada com esse objetivo, a quimioterapia € dita paliativa.

A escolha do tipo de administracdo quimioterdpica depende diretamente do tipo e
localiza¢do do tumor, do estidgio da doenca, do tipo de acdo da droga (inibidor de
mitose, quelante de DNA, etc.), da probabilidade de aquisicdo de resisténcia a droga
pelas células tumorais, do nivel de toxicidade de cada agente, da compatibilidade desses

agentes com a radiag@o ionizante e das condi¢des do paciente.

Apesar de serem eficazes no tratamento de muitos tipos de tumores, os agentes
quimioterdpicos convencionais agem de forma ndo especifica, atuando também em
tecidos normais de multiplicacdo rdpida, como as do sistema hematopoiético e as
mucosas. Por esse motivo a quimioterapia tende a produzir, em maior ou menor grau, oS
seguintes efeitos toxicos gerais: mielossupressao, cicatrizagdo deficiente, alopecia, lesdo
do epitélio gastrointestinal; depressdo do crescimento em criangas, esterilidade e
teratogenicidade (Workman, 2002). Por este motivo, a cada ano, novas drogas e
combinagdes de drogas s@o utilizadas em pesquisas com intuito de desenvolver

quimioterdpicos mais efetivos, que causem menos efeitos colaterais (IRSA, 2006).
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1.3.3. Radioterapia

A radioterapia pode ser definida como um método teraputico que utiliza a
administracdo local, regional ou geral de radia¢do ionizante com objetivo de destruir
tecidos alvo doentes (Brans et al., 2007). O Apéndice 1 trds uma visdo geral dos tipos
de radiagdo ionizante e seus respectivos efeitos biolégicos. E uma modalidade crucial
no tratamento contra o cancer, sendo, depois da cirurgia, o método curativo mais
aplicado. Constitui também a maior fonte de alivio das dores e sintomas de canceres
metastiticos (radioterapia paliativa). Atualmente, a maioria dos tratamentos
radioterapicos sdo realizados com doses padrdes pré-estabelecidas na literatura, as quais

variam para cada tipo de tumor (Symonds & Foweraker, 2006).

O efeito da radioterapia depende da localizacdo do tumor, da dose total aplicada, do
fracionamento da dose, da duracdo total do tratamento e do tipo de radiagdo ionizante
empregado. Caracteristicas teciduais tais como oxigenacdo, radiossensibilidade
intrinseca e capacidade proliferativa também influenciam o resultado total da

radioterapia (Falk, 2006).

1.3.3.1. Dosimetria interna

A dosimetria interna tem como finalidade determinar a dose de radiacdo recebida pelos
diversos 6rgdos e tecidos do corpo humano em decorréncia do tratamento radioterdpico.
Diferentemente dos demais tratamentos sistémicos utilizados no combate aos tumores,
os efeitos bioldgicos da radioterapia sdo conhecidos e podem ser medidos por uma
unidade fisica bem definida, a dose absorvida, a qual é dita como a energia absorvida
por unidade de massa do tecido (Sgouros, 2005). Observacdes realizadas ao longo dos
tratamentos radioterdpicos mostraram que € possivel prever os efeitos bioldgicos da
terapia a partir da determinacdo da dose absorvida total administrada ao paciente
(Hellmans, 2001). Também nas fases pré-clinicas de desenvolvimento de novos
radiofarmacos os estudos de dosimetria t€ém sido considerados obrigatérios. A avaliacdo
da dose absorvida nestas fases tem permitido o acimulo de dados sobre doses maximas
toleradas pelos pacientes, sobre a relacdo dose absorvida/resposta bioldgica e sobre a

efetividade e toxicidade das novas terapias, o que tem viabilizado a otimizagdo da
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utilizacdo de radionuclideos e reduzido os efeitos colaterais da terapia (Brans et al.,

2007).

Atualmente, a dose absorvida em 6rgdos alvos e tumores tem sido calculada através de
um sistema desenvolvido pelo Medical Internal Radiation Dose (MIRD) Committee of
the Society of Nuclear Medicine, o qual utiliza dados de biodistribuicdo espacial e
temporal do radiofdrmaco e os converte em dados de dose absorvida (Stabin, 2006a). O
software MIRDOSE, por exemplo, faz cdlculos para mais de 200 radionuclideos
diferentes e leva em conta o sexo e a idade da pessoa no qual a biodistribui¢do esta
sendo realizada. Uma versdo mais atual do software, o OLINDA/EX (Organ Level
Internal Dose Assessement/ Exponencial Modeling) funciona com banco de dados para
mais de 800 radioisétopos, incluindo emissores alpha, e diferencia doses entre homens

e mulheres, mulheres gravidas e criangas (Stabin, 2006b).

1.3.4. Uso combinado da radioterapia e quimioterapia

Terapias multimodais sdo cada vez mais rotineiras no combate ao cancer. A utilizacdo
concomitante de radio e quimioterapia tém elevado as expectativas de cura e se
mostrado uma excelente escolha para tratamento dessa doenga.

Nem todas as drogas podem ser utilizadas em conjunto com a radioterapia. Agentes
citotéxicos tais como doxorrubicina aumentam os danos causados pela radiacdo aos
tecidos normais. Mas alguns quimioterdpicos, tais como a cisplatina e o 5-fluoruracil,
sdo capazes de potencializar o efeito antitumoral da radiacdo sem elevar os danos aos

tecidos normais (McKnight, 2003).

As bases moleculares e os mecanismos de ac@o pelos quais essa cooperacio ocorre tém
sido investigados ao longo dos anos. Em 1979, Steel e Peckham introduziram as bases
tedricas de tais mecanismos, aceitas até hoje (Seiwert et al., 2007). O primeiro
mecanismo € o da cooperacdo espacial. O termo “cooperagdo espacial” € utilizado para
descrever um cendrio no qual ndo existe interacdo direta entre esses dois agentes, e sim
uma complementacio de efeitos, onde se somariam as acdes antitumorais. A radiacéo
trabalharia localmente e a quimioterapia reduziria o aparecimento de micrometastases
por meio de sua acdo regional. Nesse caso, a toxicidade dos agentes deve ser

complementar, para que doses efetivas de cada um possam ser usadas separadamente
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sem que se elevem os danos aos tecidos normais. Na verdade poucas drogas atendem
esse critério, sendo mais comum a utilizacdo de uma dose reduzida do quimioterapico
(Brizel et al., 2000). Em alguns casos a cooperagdo ocorre através da “protecdo seletiva
dos tecidos normais” pelo agente quimioterdpico, o que permite que maiores doses de
radia¢do sejam empregadas sem danos adicionais aos tecidos sauddveis. Ou ainda, os
dois agentes atuam sobre as mesmas células tumorais, potencializando diretamente os
efeitos um do outro e “elevando a resposta de morte tumoral” (Falk, 2006; Seiwert et al,

2007).

1.4. Radiacao ionizante e o diagnéstico de tumores

A deteccdo precoce do cincer € um passo chave para o processo de cura dos pacientes.
Uma caracteristica comum aos tipos de canceres de maior ocorréncia é que o
prognostico € melhor e o tratamento obtém maior indice de sucesso se a doenca for
detectada quando ainda estd localizada, em seus estdgios iniciais. O diagndstico precoce
permite intervengdes locais, detec¢do de focos potencialmente invasivos, alteracdo do
curso natural da doenca através do bloqueio do crescimento maligno e a prevencdo da

morte do paciente (Eyre et al., 2000).

O diagnéstico do cancer pode ser feito através de andlises bioquimicas do sangue,
estudos citopatolégicos e andtomopatoldgicos, imuno-histoquimica e imagem (Oliveira
et al., 2006). De forma geral tém-se buscado métodos diagndsticos menos invasivos, o
que tém tornado o diagndstico por imagem uma das modalidades mais utilizadas pelos
especialistas. Tumores malignos freqiientemente alteram sua relacdo espacial com os
tecidos normais do corpo, € a imagem € extremamente importante, ndo s para o
diagnéstico, mas também para determinagdo do estidgio da doenca e para o

monitoramento do paciente apds o tratamento.

A répida revolugdo tecnoldgica tem permitido o desenvolvimento de computadores e
mdaquinas cada vez mais poderosas, e tem afetado todas as dreas da medicina, mas
nenhuma tanto quanto o diagnéstico por imagem. Num futuro préximo, os avangos

tecnoldgicos devem permitir aos clinicos ndo s6 a visualizacdo do tumor, mas também a
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elucidac@o de parametros tumorais e a avaliacdo da eficacia do tratamento (Steckel,
2000). Técnicas convencionais de obtencdo de imagem, tais como a Ressonancia
Magnética (RM), a Tomografia Computadorizada (TC) e o ultra-som sdo ferramentas
importantes na deteccdo de massas tumorais, mas ndo podem ser utilizadas sozinhas.
Pelo fato de sua imagem significar o mapa de atenuacdo do objeto, ou seja, as variacdes
de densidade presentes no tecido, esses exames permitem apenas a caracterizacdo de
alteracdes anatomicas, ndo sendo possivel a partir deles avaliar alteragdes funcionais e
metabdlicas (Tinoiz, 2005). A presenca de massa residual em pacientes com boa
resposta ao tratamento, assim como a infiltragio de linfonodos de pequenas dimensdes,
sdo exemplos de situagdes nas quais a avaliacdo estrutural é insuficiente (Oliveira et al.,

2006).

Atualmente, os exames que permitem a caracterizagdo metabdlica e a observagdo do
funcionamento dindmico dos tecidos sdo obtidos da Medicina Nuclear, a qual se
fundamenta na detec¢do do padrio de distribuicdo biolégica de farmacos acoplados a
isétopos radioativos (radiofdrmacos), por meio de um equipamento denominado gama-
camara (Coutinho, 2004). O diagndstico pode ser feito por dois diferentes exames:
Tomografia por Emissio de Féton Unico (SPECT) e Tomografia por Emissio de
Pésitron (PET), os quais sdo geralmente utilizados em conjunto com TC o que permite a
localizacdo anatomica das alteragdes metabodlicas/funcionais, otimizando o diagnéstico

e o tratamento dos pacientes (Venneri, 2007).

A SPECT utiliza radiofarmacos emissores gama de meia vida curta, e é capaz de gerar
imagens planares ou tridimensionais. Dentre os fatores de selecdo para utilizagdo de um
radioisétopo estdo seu tempo de meia-vida, sua disponibilidade comercial, seu tipo de
emissdo e a energia de sua emissdo. As gama-camaras atualmente disponiveis possuem
sensibilidade para adquirir imagem a partir de fétons de energia entre 50-500keV, sendo

a melhor resolucdo conseguida na faixa de 140keV (Hustinx & Alavi, 2005).

Os radiofarmacos mais comumente usados na imagem oncoldgica em SPECT sao
aqueles marcados com os radioisétopos Bl (364keV), Ga (93keV), 201 (135 ¢
167keV) e o ™Tc (140keV). O "“'I é principalmente utilizado para deteccio de
carcinomas de tiredide, devido a alta captagdo de iodo por esse oOrgdo. O 99me

transformou-se em um tracador muito importante para diagndstico tumoral, devido a
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sua disponibilidade comercial, dosimetria favordvel, meia vida curta (Ty,= 6 horas) e
emissdo de féton gama unico de energia favordvel para a imagem. Alguns dos
radiofarmacos que utilizam o PmTe como tracador para detectar tumores primarios ou
metastdticos sdo: * "Tc-medronato (*™Tc-MDP) para deteccdo Ossea, 9MTcenxofre
coloidal para figado e  baco, 99mTc—gluco—heptonato e ™c-cido-
dietilenotriaminopentacético (99mTc—DTPA) para  cérebro, e P9MT¢_geido
dimercaptossuccinico (*™Tc-DMSA) para imagem do cortex renal (Thrall, 2003;

Venneri, 2007).

O PET ¢é uma modalidade de tomografia que utiliza compostos bioldgicos marcados
com elementos de elevada instabilidade atdmica que sejam emissores de pdsitrons.
Quando o pésitron € emitido por um nicleo instivel, ele segue sua trajetoria até
encontrar um elétron negativo do meio, com o qual se combina. Essa unido causa a
aniquilacdo do par pdsitron-elétron e conseqiiente liberagdo de energia na forma de dois
fotons gama de 511kev cada, de mesma direcdo e sentidos opostos (FIG.5). Esses fotons

sdo detectados externamente, e a informacdo é usada para a reconstrucdo das

tomografias (Robilota, 2006).

FIG.5: Esquema da formacio de raios gama a partir da aniquilacao de positrons.
Exemplo do decaimento do ''C para ''B e da aniquilacio pésitron-elétron e conseqiiente
formagao do par de fétons de 511 keV cada, de mesma direcdo e sentidos opostos. Positronio é
o sistema positron-elétron formado antes da aniquilagdo, e que resulta na producdo do par de

fétons. Fonte: Robilota, 2006.
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Os radionuclideos emissores de pdsitron utilizados atualmente na Medicina Nuclear sdo
produzidos por ciclotrons, e estdo representados na Tabela 2. O "C e 0O sdo de
elementos constituintes dos organismos vivos, fato que os torna muito adequados para a
marcacdo de biomoléculas. Por outro lado, como suas meias-vidas fisicas sdo muito
curtas, assim como a do "N, s6 podem ser utilizados se o acelerador para sua producio
estiver nas dependéncias do préprio centro diagndstico o que € muito raro (Fraser et al.,

1999).

Hoje, o radionuclideo mais usado € o 18F, marcando a fluordeoxiglicose (FDG), um
andlogo da glicose que é consumido pelas células ativas de tal maneira que sua presenca
indica fun¢do metabdlica tecidual. Os quase 110 minutos de meia-vida do 18R permitem
que a '®F- FDG seja transportada a locais de exame razoavelmente afastados do centro
de produgdo (em torno de 100 km por transporte terrestre) e viabilizam sua ampla

utilizagao (Robilota, 2006).

Tabela 2: Principais emissores de positrons utilizados na Medicina Nuclear e suas

respectivas meias-vidas. (Adaptado de Robilota, 2006).

RADIONUCLIDEO Ty2 (minutos)
Carbono-11 ( ''C) 20,4
Nitrogénio-13 ( *N) 9,96
Oxigénio-15 (°0) 2,07
Fldor-18 ( '*F) 109,8
Galio-68 ( *Ga) 68
Rubidio-82 ( **Rb ) 1,3

Apesar de amplamente utilizados, os radiofarmacos atualmente disponiveis para exames
de PET e SPECT nio sdo especificos para tumores, e sim para 6rgios, detectando “dreas
quentes” (hipercaptantes) e “dreas frias” (hipocaptantes ou nio captantes). E a maior
vascularizacdo das dreas neopldsicas devido a seu metabolismo acelerado que levam ao
acumulagdo desse radiofdrmaco em regides de células tumorais e permitem a detec¢do

das mesmas.
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Esse mecanismo de acumulacdo e detec¢do pode gerar falsos positivos quando existe,
por exemplo, a presenca de inflamacao ou infec¢do (Thrall er al., 2003). Para deteccdo
de inflamagdes e infec¢des o gilio-67 e leucdcitos radiomarcados com #MT¢. mas estas
moléculas também ndo possuem reconhecimento especifico para imagens de sitios de

infec¢do ou inflamacao (Lupetti et al., 2003).

1.5. A necessidade da busca de novos compostos para tratamento e

diagnéstico

Uma droga anticincer ideal deve matar ou incapacitar as células tumorais sem causar
danos excessivos as células normais. Como dito anteriormente, essa situacdo ideal ainda
ndo foi alcangada com os tratamentos atualmente disponiveis, os quais acabam gerando
uma grande variedade de efeitos colaterais. Na verdade, a toxicidade para as células
normais e a resisténcia de alguns tipos tumorais as drogas tém sido apontadas como as
principais causas da falha terapéutica e perda de vidas durante o tratamento do cancer.
Por isso, cada vez mais, se torna necessiria a busca de novos agentes com potencial
terapéutico, seletivos para células tumorais, capazes de reduzir os danos aos tecidos

sauddveis do organismo e aumentar a sobrevida dos pacientes.

Atualmente, o maior esfor¢o das pesquisas estd concentrado em utilizar biomoléculas
que reconhecam seletivamente estruturas moleculares que s existam na superficie
tumoral (Winberg, 2005). Para tal, o conhecimento dos mecanismos pelos quais uma
célula normal se torna maligna € de extrema importancia e permite saber, com cada vez
mais precisdo, como e porque uma droga antitumoral foi bem sucedida ou ndo (Hanahan
& Weinberg, 2000). Por exemplo, alguns antigenos associados a tumores, ou mesmo
receptores celulares (tais como hormdénios de crescimento, vitaminas e lipideos) sdo
super expressos na superficie tumoral e podem ser usados como alvos para terapia.
Pesquisas recentes também mostraram que a indugdo seletiva de apoptose em células
cancerosas, através da utilizacdo de marcadores especificos expressos por essas células,
pode modular os niveis de apoptose, o que seria um alvo para desenvolvimento de

novos medicamentos e terapias anticincer (Taraphdar et al., 2001).
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Também para o diagndstico por imagem do céncer, diversos estudos tém sido realizados
com objetivo de obter um radiofdrmaco capaz de se dirigir com alto grau de captacdo,
especifica e seletivamente aos tumores malignos, o que permitiria a detec¢do de tumores
ainda pequenos e a realiza¢do do tratamento nos estigios iniciais da doenga (Reubi,
2007). O grande objetivo dos pesquisadores é desenvolver uma molécula com atividade
antitumoral, passivel de ligacdo a um radionuclideo, que se concentre somente nos
tecidos tumorais. A grande vantagem destas novas moléculas € que a unido de uma
droga antitumoral a um radionuclideo seria util ndo somente para diagndstico, mas
também para o tratamento, uma vez que podem ser utilizadas como carreadoras diretas

de radiacdo gama ou beta para a regido tumoral. (Pauwels et al., 1998)

A vasta quantidade de pesquisas com substincias sintéticas tem contribuido
relativamente pouco para o desenvolvimento de novas drogas e radiofarmacos.
Entretanto a busca desses protétipos tem sido significativamente bem sucedida quando
desenvolvida a partir de produtos naturais (Extermann et al., 2002; Lewis & Garcia,
2003; ABTA, 2006). Henry Wagner (1996), nas comemoragdes dos 100 anos da
Medicina Nuclear, disse que, marcadores tumorais geradas a partir de peptideos naturais
representam uma das dreas de pesquisa mais promissoras do século XXI. Muitos
farmacos disponiveis no mercado, ou em fase de teste clinico, foram obtidos a partir de
produtos naturais derivados de plantas, como por exemplo, a morfina (analgésico),
taxol, podofilotoxina, camptotecina e alcaléides da vinca (antitumorais), artemisinina
(antimaldrico), aspirina (antiinflamatério, analgésico, antipirético e inibidor de
agregacdo plaquetdria) (David er al, 2002), ou derivados de venenos animais como
captopril (anti-hipertensivo, derivado da peconha de Bothrops jararaca) e crotalfina

(analgésico derivado da peconha de Crotalus durissus terrificus).

Atualmente, estudos pré-clinicos estdo sendo realizados com a TM-601 radiomarcada
com 1311. Essa molécula é uma versdo sintética da clorotoxina, um peptideo purificado
da peconha do escorpido Leiurus quinquestriatus. A TM-601 tem forte afinidade por
tumores cerebrais malignos e é forte candidata a radiofarmaco padrao para deteccdo de

gliomas (Hockaday et al., 2005, Mamelak et al., 2006).

Os primeiros testes utilizando venenos como agentes antitumorais foram realizados no

inicio do século passado, quando Calmette et al. (1933) relataram a atividade da
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peconha de Naja sp. em células de adenocarcinoma. (Balasubashini ez al., 2006). Desde
entdo o efeito antitumoral de varias moléculas derivadas de peconhas animais t€m sido
demonstrado. O veneno da aranha Macrothele raven mostrou-se citotoxico in vitro de
forma dose-dependente para células de carcinoma mamdrio (Gao et. al., 2007).
Pesquisas atualmente realizadas mostraram que proteinas purificadas de pegonha de
cobra t€m seletividade citotoxica para células tumorais. Omran (2003) relatou o feito
citotoxico do veneno do escorpido Leiurus quinquestriatus em células de cancer de
préstata e mama. Karthkeijam et al., (2008) relataram a atividade antitumoral da
peconha da cobra Lapemis curtus em testes in vitro com células de carcinoma de laringe
humano e carcinoma de colo do tdtero humano. Para a mesma pegonha também foi
verificada a capacidade de reduzir o crescimento tumoral in vivo, de animais
implantados com tumor ascitico de Ehrlich. Mady (2002) Trabalhando com a peconha
bruta da cobra Echis coloratus relatou a reducdo da viabilidade metabdlica de células de
tumor ascitico de Ehrlich quando tratadas com tal peconha, in vitro e in vivo.
Balasubashini et al. (2006) mostrou efeito antitumoral de um peptideo isolado do
veneno do peixe ledo Ptérios volitans em células de carcinoma alveolar e céncer

cervical.

1.6. As toxinas animais

Criaturas venenosas produzem e utilizam seu veneno como parte de mecanismos de
ataque, captura, digestdo e defesa contra predadores, agressores e competidores.
(Halstead, 1988; Bulaj et al., 2003). Venenos t€ém evoluido em diferentes filos (plantas,
animais e microorganismos), € sdo encontradas em animais qua habitam tanto o
ambiente aqudtico, tais como aguas vivas (Carybdea), anémonas (Bunossoma) e peixes
(Pterois, Scorpaena), como em animais de habitos terrestres, como aranhas
(Latrodectus), cobras (Bothrops, Crotalus) e escorpides (Tityus) (McCormick &
Meinwald, 1993; Lewis & Garcia, 2003).

De maneira geral, os venenos sd@o uma mistura complexa de substancias de composicio

quimica diversificada e variado espectro de acdo farmacoldgica. Dentre estas

substincias encontram-se enzimas, neurotransmissores, acidos nucléicos, sais
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inorgdnicos, monoaminas, toxinas protéicas, toxinas nao-protéicas e outros compostos

organicos ainda nao identificados (Figueiredo, 1995).

Historicamente, o interesse inicial no estudo das peconhas era voltado para descoberta
de terapias anti-envenenamento, devido ao niimero relativamente alto de acidentes e a
gravidade dos mesmos. As pesquisas desenvolvidas eram realizadas com animais que
apresentavam maior interesse epidemioldgico, ou seja, foram concentradas nos
organismos terrestres (Church & Hodgson, 2002). Entretanto, o avanco das descobertas
com toxinas demonstrou a diversidade e seletividade farmacolégica das mesmas,
colocando-as como fontes de moléculas biologicamente ativas com potencial
farmacolégico e/ou terapéutico, e também como instrumentos de investigacdo de
mecanismos moleculares relacionados a suas acdes (Andrich, 2005). Desde entdo,
criaturas venenosas t€m sido estudadas como fontes potenciais de agentes

farmacoldgicos e ferramentas para estudos de mecanismos fisioldgicos (Smith &

Wheeler, 2006).

Muitos sdo os trabalhos caracterizando as atividades bioldgicas/farmacoldgicas de
peconhas de animais terrestres, mas existem pouquissimas pesquisas sendo realizadas
com animais venenosos marinhos, particularmente com os peixes venenosos. Isso se
deve, além do fator histérico anteriormente mencionado, a maior dificuldade de
obtencdo/criacdo de espécimes marinhos e da maior dificuldade de extracdo de suas

peconhas (Church & Hodgson, 2002).

Desta forma, as toxinas originadas de animais marinhos representam uma vasta e ainda
inexplorada fonte de novos componentes farmacolégicos e moléculas capazes de se

tornarem moldes para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.

1.7. O Peixe escorpiao: biologia e classificacao

Os peixes constituem quase metade do nimero de espécies de vertebrados na terra,
sendo classificados em 50 ordens, as quais abrigam 445 familias com um total de 22
000 espécies (Nelson, 1984). Deste total, mais de 200 espécies de peixes marinhos,

incluindo os peixes-escorpido (Scorpaena plumieri), peixes-zebra (Danio rerio), peixes-
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pedra (Synanceia verrucosa), arraias (Pastinachus sp.), peixe-aranha (Trachinus draco),
niquin (Thalassophryne nattereri), caboz gigante (Lipophrys pholis) e algumas espécies

de tubardes, possuem algum tipo de substancia toxica (Russel, 1996).

Para ser classificada como venenosa, uma espécie de peixe além de secretar algum tipo
de substancia nociva a partir de glandulas especializadas, deve também possuir algum
aparato especializado para a inoculacdio do veneno. Em peixes, esse aparato
invariavelmente consiste de espinhos, os quais podem estar localizados na regido dorsal
(mais comum), peitoral, opercular, pélvica, anal ou caudal do animal, dependendo da
espécie (Williamson, 1995).

A familia Scorpaenidae é a mais venenosa da costa brasileira, e consiste de oito
diferentes géneros, totalizando 18 espécies, sendo que somente peixes do género
Scorpaena estdo associados a acidentes com seres humanos. O peixe-escorpido S.
plumieri é popularmente conhecido como moréia-ati ou manganga e, assim como outros
Scorpaena, tem o hdbito de permanecer imével e parcialmente escondido por longos
periodos de tempo e é comumente encontrado dentro ou perto de rochas, recifes de coral
ou algas marinhas, com os quais costumam se camuflar de maneira muito eficaz o que
eleva a ocorréncia dos acidentes. E considerado o peixe mais venenoso do litoral

brasileiro (Russel, 1965; Schaeffer et al., 1971; Haddad Jr., 2000; Khoo, 2002).

A identificacdo da espécie € realizada através da visualizagdo de manchas brancas que
aparecem sobre a coloragdo negra da regido axilar das nadadeiras peitorais (FIG.6).
Estes animais possuem um aparato primitivo de inoculagdo da peconha, e a utilizam
principalmente como forma de defesa. Possuem treze espinhos no dorso, dois nas
nadadeiras pélvicas e tr€s anais, todos envolvidos por membranas tegumentares
(Haddad Jr. er al, 2003). O envenenamento ocorre por pressdo mecanica quando o
animal é tocado ou pisado. Neste momento os espinhos se tornam eretos e perfuram os
tecidos das vitimas, e a bainha tegumentiria que envolve os espinhos é rompida

permitindo que a pegonha penetre no ferimento (Carvalho-Filho, 1999).

Recentemente, Haddad Jr. et al (2003) relataram as manifestacdes clinicas de 14
acidentes humanos com o peixe escorpido Scorpaena plumieri. Dentre os sintomas,

incluem-se: dor intensa e irradiada, adenopatia precoce na raiz do membro afetado,
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edema, eritema, nduseas, vOmitos, febre, agitacdo, mal-estar, sudorese, diarréia,

taquicardia, arritmias e hipotensdo arterial, ndo sendo relatados 6bitos.

Apesar da sintomatologia causada pelos acidentes com a peconha de S. plumieri estar
bem estabelecida, pouco se sabe sobre as propriedades fisio-farmacoldgicas e
bioquimicas desta pegonha, assim como também sobre seus possiveis componentes de
interesse terapéutico e os mecanismos de agdo envolvidos em tais efeitos. Para esta
peconha ja foram relatados atividade hemolitica e hemorragica (Andrich et al., 2004;
Cassoli et al., 2004). Carrijo et al. (2003), em suas investigacdes sobre a peconha deste
peixe-escorpido, detectou a presenga de atividade téxica/letal enzimatica (proteolitica)
em camundongos albinos com uma DLsy de 0,28mg de proteina/Kg. No mesmo
trabalho, Carrijo et al. (2003) descreveu a purificacdo, a partir da pegonha bruta, de uma
enzima proteolitica com atividade gelatinolitica. Tentativas de seqiienciamento desta
enzima nao foram bem sucedidas, sugerindo que a molécula possui a regido N-terminal
bloqueada. Apesar disso, as seqiiéncias de aminoacidos obtidas a partir de fragmentos
desta enzima demonstraram sua semelhanca com metaloproteinases ja descritas na

literatura.
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FIG.6: O peixe escorpidao Scorpaena plumieri. A) Vista lateral de um exemplar coletado na
ilha de Vitdria - ES, com os espinhos dorsais eretos. B) Nadadeira anal e espinhos anais. C)
Manchas brancas sobre coloragdo negra na regido axilar das nadadeiras peitorais, as quais s@o
caracteristicas desta espécie (Fonte: Laboratério de Quimica de Proteinas — Universidade

Federal do Espirito Santo).

1.8. Enzimas proteoliticas: Metaloproteinases

As enzimas proteoliticas realizam a hidrélise de ligacdes peptidicas, e por isso sdo
também chamadas de amida-hidrolases. Sdo classificadas em amidases, as quais
degradam amidas lineares e ciclicas, ou proteases, que degradam peptideos e proteinas.
No grupo das proteases encontram-se as exopeptidades (peptidases), capazes realizar
clivagens préximas ao grupo N- ou C-terminal, e as endopeptidases, as quais catalisam
hidrolise de ligacdes peptidicas internas. As endopeptidases sdo classificadas em quatro
diferentes classes, distintas em sua estrutura catalitica e seu mecanismo de acdo:

cisteino, aspartato, serino e metaloproteinases (Antonov, 1993).
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As metaloproteinases contém um fon metdlico importante no sitio catalitico, e
geralmente atuam em meio neutro e/ou fracamente alcalino (Rawlings & Barrett, 1995).
Metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo uma familia de mais de 23 endopeptidases
neutras dependentes de zinco que coletivamente sdo capazes de degradar componentes
estruturais da matriz extracelular (Engeblad & Werb, 2002). Mas existem também
aquelas capazes de degradarem proteinas ligadas a fatores de crescimento, precursores
hormonais e de fatores de crescimento, receptores da superficie celular, bem como
moléculas de adesdo celular (como por exemplo, integrinas) (Sternlicht & Werb, 2001).
As MMPs estdo amplamente distribuidas no organismo humano onde desempenham
uma série de fungdes fisiolégicas como, por exemplo, na cicatrizacdo (Wolf et al,
1992), na reabsor¢do Ossea (Delaissé et al, 1992), na involucdo mamadria (Talhouk et al,
1992) e em outras fungdes fisioldgicas associadas a gravidez e parto (Jeffrey, 1991). Por
sua vasta acdo nos tecidos, as MMPs sdo consideradas enzimas chave em diversos
processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo o desenvolvimento tumoral. A expressao
e atividade dessas enzimas aparecem aumentadas em quase todos os tipos de céncer
humanos, e na verdade, virtualmente, as MMPs podem contribuir em todos os estigios
de progressdo do cancer, incluindo o crescimento, angiogénese, apoptose, bem como

invasdo tecidual e formacao de metdstase.

Até hoje, a maior parte das proteases isoladas de peconhas animais pertence a classe das
serino ou metaloproteases existindo apenas poucas evidéncias da presenga de cisteino e
aspartato-proteinases (Felicori er al, 2003). As metaloproteinases de peconhas de
serpentes (Snake Venom MetalloProteinases - SVMP’s), por exemplo, sdo enzimas
envolvidas nos efeitos téxicos observados nos envenenamentos humanos (Bjarnason e
Fox, 1995). Mais de 100 SVMP’s ja foram purificadas, a maioria das quais tém a
habilidade de hidrolisar componentes protéicos da matriz extracelular como
fibronectina, enactina, laminina e coldgeno tipo IV, além de clivar gelatina desnaturada
(Baramova et al, 1989; Bjarnason e Fox, 1995). Essa enzimas possuem fortes
semelhancas estruturais com as MMPs de mamiferos (Ho et al., 2002; Teixeira et al.,
2005), e dois membros da familia de MMP’s bem caracterizados, as progelatinases A e
B humanas, sdo enzimas ativas na degradacdo de coldgeno desnaturado (gelatina)

(Murphy & Crabe, 1995).
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Estruturalmente, duas classes de metaloproteinases isoladas de venenos animais, as PII
e PIII, possuem dominios desintegrinas em sua estrutura, ou seja, possuem regides
capazes de se ligarem a integrinas na superficie celular, e impedir que estas moléculas
executem suas funcdes celulares. A capacidade de ligacdo com as integrinas presentes
em linhagens de células tumorais e a conseqiiente inibicdo da adesdo destas células as
proteinas presentes na membrana basal faz com que muitas desintegrinas sejam capazes
de inibir a formacdo de metdstases e sejam potenciais moléculas para deteccido de

tumores.

1.9. Parametros farmacocinéticos e o desenvolvimento de novos farmacos

A distribuicdo, metabolismo e a excrecdo de um composto exdgeno em um organismo
vivo dependem de fatores fisicos, quimicos e fisiologicos. Esses fatores controlam a
dispersdo do composto de seu local de administragdo, permitem sua difusdo, promovem
sua passagem através da membrana plasmatica e finalmente determinam seus locais de

acumulo e excrecdo (Silva et al., 2006).

A farmacocinética é a divisdo da farmacologia que usa modelos matemadticos para
descrever e prever a quantidade dos medicamentos e suas concentracdes em Vvarios
fluidos do organismo e as mudangas nestas quantidades com o tempo (Jang et al,

2001).

Para o desenvolvimento racional de novas drogas esses parametros devem ser
primariamente avaliados. S3o os perfis de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo da molécula que determinardo seu potencial terapéutico e seus possiveis

orgaos alvo (Terasaki & Ohtsuki, 2005).

Existem quatro etapas determinantes na farmacocinética, geralmente chamadas de
ADME: absor¢do, distribuicdo, metabolismo e excrecdo. A absor¢do descreve os
processos pelos quais as moléculas do farmaco se movimentam do local de
administracdo para a circulacdo sistémica. Quando a administragdo é feita por via
endovenosa/endoarterial ndao sdo realizados estudos desta natureza. A distribui¢do

descreve o movimento das moléculas da circulagdo sistémica para tecidos
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extravasculares. O metabolismo, ou biotransformacao, descreve a agdo enzimadtica do
organismo sobre a droga. Freqiientemente € um mecanismo de defesa primério através
do qual o corpo tenta evitar a exposi¢do aos xenobidticos. Tipicamente, as moléculas
sao convertidas em metabdlitos mais hidrofilicos e inativos, os quais sdo posteriormente
excretados do corpo. Mas algumas vezes os metabdlitos gerados pelo metabolismo
enzimdtico podem contribuir para atividade da droga ou mesmo elevar sua toxicidade.
Finalmente a excrecdo diz respeito ao transporte ativo ou passivo de transporte das
moléculas para a bile ou urina (Rowland & Tozer, 1995).

Durante o desenvolvimento de um novo fiarmaco é necessdrio o estabelecimento de
quais propriedades a nova molécula deve possuir para permitir seu uso. Segundo Knigth
(2006), no caso de moléculas para deteccdo de tumores por imagem € interessante que
ela possua um decaimento sanguineo rapido, para permitir a aquisi¢do de uma imagem
com background reduzido. Sua excrecdo deve ser realizada preferencialmente pelos
rins, sem fixacdo renal, e rapidamente ser eliminado pela urina, para que o tempo de

exposicdo do paciente a altas doses de radiacdo seja reduzido.
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2. JUSTIFICATIVA

O cancer tém matado milhdes de pessoas em todo o mundo. Segundo estimativas da
Organiza¢do Mundial de Satde (2006), no ano 2020 serdo mais de 15 milhdes de novos
casos e mais de 12 milhdes de mortes pelo cancer. No Brasil, a incidéncia dessa doenga
na populacdo acompanha as estatisticas mundiais. As neoplasias representam a segunda
maior causa de morte por doencas, ficando atrds apenas das doengas do aparelho
circulatério. Os tratamentos atualmente disponiveis, na maioria dos casos, mesmo
quando utilizados em conjunto, ndo sdo capazes de curar totalmente, e ndo discriminam
eficientemente tecidos normais de tecidos tumorais. Também a falta de diagndsticos
precisos e realizados nos estdgios iniciais da doenca contribuem para o aumento do
nimero de mortes pelo cancer. Apesar de diversos radionuclideos serem amplamente
utilizados no diagndstico céncer, ainda ndo existe na Medicina Nuclear um farmaco

reconhecido com especifico para imagem de sitios tumorais.

Poucos avancos estdo sendo conseguidos nas clinicas de terapia e diagndsticos de
tumores, 0 que torna de extrema importancia o desenvolvimento de novas moléculas
com potencial terapéutico e diagndstico que permitam o diagndstico precoce e o
aumento da sobrevida do paciente. Atualmente, o maior esforco das pesquisas estd
concentrado em utilizar biomoléculas que reconhecam especificamente estruturas
moleculares que s existam na superficie tumoral. Pesquisas com substincias sintéticas
tem contribuido relativamente pouco para o desenvolvimento de novas drogas
anticancer. Entretanto, a busca desses protdtipos tem sido significativamente bem
sucedida quando desenvolvida a partir de produtos naturais e t€m despertado cada vez

mais o interesse da industria farmacéutica.

Toxinas animais possuem uma diversidade de atividades bioldgicas e farmacoldgicas e
tém-se mostrado fonte rica de moléculas com potencial terapéutico. Diversos trabalhos
tém-se realizado com toxinas de animais terrestres, mas toxinas de peixes venenosos
marinhos sd@o uma fonte potencial e ainda inexplorada de novas substancias capazes de
se tornarem moldes para o desenvolvimento desses novos agentes. Neste projeto, a
peconha bruta do peixe marinho Scorpaena plumieri e uma enzima gelatinolitica
purificada a partir desta peconha, foram avaliados quanto a seu potencial uso como

moléculas alternativas para detec¢do de sitios tumorais in vivo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar e caracterizar parcialmente a atividade antitumoral da peconha do peixe-
escorpido Scorpaena plumieri (SPB), bem como de uma enzima gelatinolitica (SPGP),
previamente purificada a partir desta pegonha, e avaliar o potencial uso destas

substancias na deteccdo de sitios tumorais in vivo.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Identificar o efeito antitumoral da peconha de Scorpaena plumieri (SPB),
através da avaliac@o de sua citotoxicidade em linhagens de células de glioblastoma p53-
mutante (RT2), glioblastoma p53-selvagem (T98) e carcinoma mamaério p53-selvagem
(carcinoma ascitico de Ehrlich - CAE);

3.2.2. Obter, a partir da peconha bruta, a SPGP, em quantidade suficiente para
realizacdo dos estudos propostos;

3.2.3. Radiomarcar a SPB e a SPGP, utilizando 99mTc, 1257 ¢ BT como
radiotracadores;

3.2.4. Realizar o controle de qualidade radioquimico das moléculas
radiomarcadas;

3.2.5. Avaliar a manutengdo da atividade biolégica das moléculas
radiomarcadas;

3.2.6. Estudar o padrdo de biodistribuicdo das moléculas radiomarcadas em
animais com Tumor de Ehrlich;

3.2.7. Avaliar a eficiéncia das moléculas radiomarcadas em detectar sitios
tumorais in vivo de forma a verificar seu potencial uso para diagndstico por imagem;

3.2.8. Avaliar a toxicidade aguda das moléculas radiomarcadas, quando
administradas numa dose 10 vezes maior que a dose injetada nos estudos de

biodistribui¢do e imagem.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de qualidade analitica, sendo as
cromatografias realizadas com reagentes grau HPLC. As soluc¢des utilizadas nas
cromatografias foram preparadas em dgua purificada em sistema milli-Q, e as utilizadas

nos demais experimentos em dgua destilada.

4.2. Obtencao da peconha de S. plumieri

Os exemplares de peixe-escorpido Scorpaena plumieri (FIG.6A) foram capturados por
mergulhadores licenciados pelo IBAMA, com auxilio de pu¢d manual, em locais de
dguas rasas, proximo de rochas e recifes de coral na baia de Vitéria-ES. Os exemplares
foram identificados e mantidos em aqudrio com 4gua marinha e suprimento adequado
de oxigénio até momento da extracdo da peconha. A identificacdo dos espécimes foi
feita pela visualizacdo de manchas brancas sobre coloracdo negra na regido axilar das

nadadeiras peitorais, as quais sao caracteristicas desta espécie (FIG.6C).

A peconha foi extraida dos espinhos dorsais e anais de acordo com Schaeffer et al.
(1971), utilizando método Batch. Os espinhos foram removidos do peixe, previamente
anestesiado por resfriamento (-20°C), e fatiados manualmente com auxilio de alicate.
Os fragmentos foram transferidos para um frasco contendo dgua ultrapura (4°C) e
manualmente homogeneizados para solubilizacdo da peconha. Todo o processo foi
realizado em banho de gelo. O extrato foi centrifugado a 4°C e 6000g por 15 minutos
para remocdo de particulas insoliveis. O sobrenadante obtido da centrifugacio
corresponde a fracdo solivel da peconha bruta (SPB), e foi imediatamente aliquotado e
liofilizado. A FIG.7 mostra os passos do processo de extracdo da peconha de S.

plumieri.
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FIG.7: Passo a passo da extracio da peconha do peixe-escorpido S. plumieri. A) Remocio
dos espinhos dorsais do peixe escorpido. B) Seccionamento dos espinhos. C) Homogeneizagao
dos espinhos fatiados em dgua purificada. d) Fragdo soldvel da peconha bruta apds remogao das
particulas insoldveis por centrifugacdo. Fonte: Arquivo do Laboratério de Quimica de

Proteinas/ Universidade Federal do Espirito Santo).

4.3. Determinacio do contetido protéico da SPB e suas fracoes

O contetdo protéico da peconha bruta e suas fracdes foi determinado pelo método de

Lowry et al. (1951), utilizando soro albumina bovina como padrao.

4.4. Purificacao de uma enzima gelatinolitica a partir da SPB

Todas as etapas de purificacdo e avaliacdo da atividade gelatinolitica foram realizadas no

Laboratério de Quimica de Proteinas da Universidade Federal do Espirito Santo, sob

orientacdo da Dra. Suely Gomes de Figueiredo.
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A obtencdo de um componente protéico purificado com atividade gelatinolitica, foi
realizada através da adaptacdo do método de Carrijo et al (2005), utilizando quatro
etapas cromatogréficas. O peso molecular aparente da proteina foi avaliado por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS, conforme descrito no item 4.5. A presenga
da atividade gelatinolitica foi monitorada por meio de zimografia (conforme descrito no

item 4.6.).

4.4.1. Etapa 1 — Cromatografia por filtracao em Gel

Imediatamente apds a extracdo, uma amostra da SPB foi aplicada em coluna de filtracdo
molecular Sephacryl S 200 HR (1,2 x 120cm), equilibrada e eluida com tampao fosfato
de sédio 10mM pH 7.4 contendo 0,4M de NaCl. O fracionamento foi realizado a 4°C,
com fluxo de 5,4ml/hora, as fragdes foram coletadas com volume de 1,8mL e tiveram
sua absorbancia lida a 280nm. Este comprimento de onda foi escolhido para
monitoramento do perfil de eluicdo do conteido protéico das amostras, pois representa
0 pico miximo de absor¢do da radiagdo eletromagnética na regido do ultravioleta,
gerado pela deslocalizacdo eletrOnica presente nos anéis aromadticos que compde

determinados aminodcidos (Dickson, 1999).

Ap6s quantificagdo do conteido protéico através da medida da absorbancia a 280nm, a
atividade gelatinolitica foi avaliada. As fragdes dotadas de atividade foram agrupadas e
dialisadas contra dgua destilada por 24h a 4°C. A amostra resultante foi liofilizada e

mantida a -20°C até ser submetida a proxima etapa de fracionamento.

4.4.2. Etapa 2 — Cromatografia por Troca I6nica

O material com atividade gelatinolitica obtido por filtracio em gel foi submetido a
cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-Celulose (1,0 x 10cm), previamente
equilibrada com o tampao fosfato 0,1M pH 7,6. A amostra foi solubilizada e aplicada
com tampdo fosfato 0,IM pH 7,6 e, apés adsorcdo, eluida com gradiente nao-linear
(“step-wise”). Para eluicdo foram utilizadas solu¢des do tamp@o de equilibrio contendo
diferentes concentra¢des de NaCl (0,1; 0,2 e 0,4M). O fluxo foi de ~1,5mL/min e foram
coletadas fragdes de 1,5mL. Para avaliacdo do contetido protéico, as fragdes coletadas

foram lidas a 280nm. As fra¢des eluidas na mesma concentracdo de sal foram agrupadas
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e testadas quanto a atividade gelatinolitica, conforme item 4.6. A amostra ativa foi

mantida a —20°C até ser submetida a préxima etapa de fracionamento.

4.4.3. Etapa 3 — Cromatografia em Fase Reversa

O material bioativo obtido da cromatografia em troca idnica foi submetido a
cromatografia em fase reversa em sistema HPLC, High Pressure Liquid

Chromatography (Shimadzu, modelo LC20AD/T).

A amostra foi centrifugada a 16000g por 15 minutos, para retirada de particulas
insoluveis, e aplicada em coluna de fase reversa Supelco C4 (0,46 x 15cm), previamente
equilibrada com a fase mével A (0,1% de acido trifluoracético (TFA) em agua) a 23°C.
As proteinas foram eluidas da coluna usando gradiente linear descontinuo da fase mével
B, a qual era composta de 0,1% TFA em acetonitrila (ACN), de 0 a 50%, segundo o
programa: 0% de B de 0 a 10 minutos; 0 — 20% de B de 10 a 15 minutos; 20 — 50%
de B de 15 a 90 minutos. O fluxo utilizado foi de 1mL/min, sendo as proteinas
detectadas pela absorcdo a 280nm. O material eluido foi coletado manualmente, e as
fragdes foram liofilizadas e testadas quanto a atividade gelatinolitica (conforme descrito

no item 4.6.).

4.4.4. Etapa 4 - Recromatografia em Fase Reversa

O material ativo liofilizado proveniente da terceira etapa de fracionamento foi
solubilizado em solucdo 0,1% de TFA em A4gua, filtrado em filtro Millipore Millex
0,22um, e submetido a recromatografia em fase reversa em coluna de fase reversa
Supelco C18 (0,46 x 25cm) A cromatografia foi desenvolvida a 23°C, em condigdes
idénticas a etapa 3 (item 4.4.3.). As proteinas foram detectadas a 280nm, e o material
eluido, contendo a proteina gelatinolitica pura, foi liofilizado e armazenado a -20°C

para posterior utilizacdo. A proteina purificada foi denominada SPGP (Scorpaena

plumieri gelatinolytic protein).
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4.5. Avaliacio do peso molecular aparente e da pureza da SPGP:

eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS

A eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS foi realizada conforme descrito por
Laemmli (1970). O gel de separagdo (gradiente de 10 a 20%) foi preparado a partir de
uma solug@o de acrilamida-bisacrilamida em &dgua (29,2: 0,8%), contendo 0,1% SDS
p/v, 0,1% persulfato de amonio p/v, 0,1% de tetrametiletilenodiamina (TEMED) v/v e
0,375M Tris-HCI pH 8,8. O gel de concentracdo foi preparado a 10% a partir da mesma
solu¢d@o de acrilamida-bisacrilamida, contendo as mesmas propor¢des de SDS, TEMED
e persulfato de amonio do gel de separagdo, e Tris-HCI 0,0625M pH 6,8. O gel foi
polimerizado em um minisistema de eletroforese Bio-rad, no qual a dimensdo das placas
para polimerizagdo é de 10,0cm de comprimento por 8,2cm largura e 0,75mm de
espessura. Como padrdo de peso molecular, foi utilizado o marcador de baixo e alto

peso molecular Full Range Rainbow Protein Molecular Weight.

As amostras foram solubilizadas em tampdo da amostra (Tris-HCl 0,125M pH 6,8
contendo 4% SDS p/v, 20% glicerol p/v e 1% azul de bromofenol p/v), e as solucdes
resultantes foram incubadas por 5 minutos a 100°C. Posteriormente, foram resfriadas a
temperatura ambiente e aplicadas no poco do gel (20uL da solugdo contendo 10ug de
proteina). A eletroforese foi conduzida a temperatura ambiente a S0V por 40minutos e
posteriormente a 100V até o término da corrida, a qual foi realizada com tampao Tris-
HC1 0,025M, glicina 0,2M, contendo 0,1% de SDS, pH 8,3. O gel foi corado por 1 hora
em solugdo 0,25% de azul de coomassie (R-250) em metanol: acido acético: dgua (5: 1:

5) e o descorado em metanol: 4dcido acético: dgua (1: 2: 19).

4.6. Monitoramento da atividade gelatinolitica da SPGP durante as etapas

cromatograficas

Para avaliacdo da presenca de atividade gelatinolitica na pegonha bruta e em suas
fragdes cromatograficas, foram realizadas eletroforeses em gel de poliacrilamida com
substrato protéico (gelatina) copolimerizado (zimografia), segundo metodologia

descrita por Heussen & Dowdle (1980).
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O gel de separacdo (7,5%) foi preparado a partir de uma solugdo de acrilamida-
bisacrilamida em dgua (29,2: 0,8%), contendo 0,1% de SDS p/v, 0,02% de persulfato de
amonio p/v, 0,1% de TEMED v/v, 0,1% de gelatina e 0,375M Tris-HCI pH 8,8. O gel
de concentracdo (5%) foi preparado a partir da mesma solu¢do de acrilamida-
bisacrilamida, contendo as mesmas proporcdes de SDS, TEMED e persulfato de amdnio
do gel de separagdo, e Tris-HCI1 0,0625M pH 6,8. A eletroforese foi realizada no mini
sistema Bio-rad. O gel foi polimerizado a temperatura ambiente e posteriormente
mantido a 4°C por um tempo minimo de 4 horas. As amostras foram preparadas em
solug@o contendo 2,5% de SDS p/v, 3% sacarose p/v e 4ug/mL de vermelho de fenol e
entdo, aplicadas nos pogos do gel. A eletroforese foi conduzida a 4°C, com tensédo de
50V durante 30 minutos seguida por 100V até o término da corrida. Utilizou-se Tris-
HCI 0,025M, glicina 0,2M, contendo 0,1% de SDS, pH 8,3 como tampao de corrida.
Apés o tempo de migracdo completa da eletroforese (~1,5h) indicado pela migragcdo do
vermelho de fenol, o gel foi removido da placa e mergulhado em solug¢do 2,5% de
Triton X-100 v/v em 4gua, durante uma hora, a temperatura ambiente e sob agitacdo,
para a remocdo do SDS. Em seguida, foi lavado rapidamente com 4gua destilada e
incubado em tampao fosfato 0,1M pH 7,5, por 4h a 37°C. O gel foi corado em solucdo
0,25% de azul de coomassie R-250 em metanol: dcido acético: dgua (5: 1: 5), durante 30
minutos. O descoramento foi feito em etanol, dcido acético e dgua (1: 2: 19). A
atividade gelatinolitica foi detectada pela visualizacdo de regides ndo coradas

indicativas da protedlise da gelatina.

4.7. Cultivo celular

Células imortalizadas de glioblastoma p53-selvagem (RT2) e glioblastoma p-53-
mutante (T98) foram respectivamente cedidas pelo Dr. William Broaddus do
Departamento de Neurocirurgia da MCV-VCU (Medical College of Virginia, Virginia
Commonwealth University) e obtidas da ATCC (American Type Cell Collection).
Ambas foram cultivadas em estufa de CO2 (5% CO2 - Cole Parmer) com atmosfera
umida a 37°C, em meio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina (meio DMEM completo).
Ao atingirem 80% de confluéncia, as células foram tripsinizadas e a viabilidade celular

avaliada através do teste de exclus@o do azul de Tripan. A avaliagdo da viabilidade
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celular através deste teste consiste em incubar as células por 1 minuto com este corante
e quantificd-las com o auxilio de uma camara de Neubauer (FIG.8). O azul de Tripan é
um corante de alto peso molecular capaz de entrar apenas em células mortas ou que
possuam aumento na permeabilidade da membrana. Células vivas, em perfeito estado
(membrana impermedvel), permanecem incolores enquanto células mortas ou com a
permeabilidade de membrana aumentada sdo visualizadas em azul. Para realizacdo dos
experimentos foram utilizadas células vidveis (incolores) na faixa de passagem: 5-20,

para ambas as linhagens.

A manutencdo das culturas foi garantida através do congelamento a -20°C, -80°C e -
120°C de aliquotas contendo 5x10° células em DMEM enriquecido de 50% de soro fetal
bovino (SFB),1% de penicilina e 10% de DMSO.

E) |
&

FIG.8: Camara de Neubauer

4.8. Células de Carcinoma Ascitico de Ehrlich (CAE)

Inicialmente, células de Carcinoma Ascitico de Ehrlich (CAE) foram cedidas pelo Dr.
Geovanni Dantas Cassali, do Departamento de Patologia Geral - ICB/UFMG (Instituto
de Ciéncias Biol6gicas/ Universidade Federal de Minas Gerais). A propagacao do

tumor, para manuten¢do da cultura de células in vivo, foi realizada por meio de injecdes
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intraperitoneais de 0,2mL de fluido ascitico recém extraido de um camundongo doador
(inoculado 7/8 dias antes) em um camundongo receptor. O transplante foi realizado
utilizando-se agulhas (25 x 0,7mm) e seringas estéreis, sob condicdes de assepsia. As
células foram utilizadas nos experimentos de citotoxicidade in vitro e para o

desenvolvimento do modelo animal de tumor em camundongos Swiss fémeas.

Para realizac@o dos testes in vitro, uma aliquota de 2mL de fluido ascitico foi retirada de
animais com tumor ascitico de Ehrlich (inoculados 7/8 dias antes) e imediatamente
levada a centrifugagc@o por 7 minutos a 1000g. Apds centrifugacdo, as células de CAE
(as quais aparecem como uma fase esbranquicada sobre as hemacias e no soro) foram
removidas do fluido, ressuspensas em SmL de PBS estéril e novamente centrifugadas
por 7 minutos a 1000g. O sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi
ressuspendido em SmL de meio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina. Para avaliacdo
da viabilidade celular foi realizado o teste de exclusdo do Azul de Tripan (como descrito
no item 4.7.). Células vidveis (incolores) foram imediatamente utilizadas nos

experimentos.

4.9. Estudo in vitro do efeito citotoxico da SPB e SPGP sobre células

tumorais

A citotoxicidade da SPB e da SPGP foi avaliada através do teste do MTT, seguindo
metodologia descrita por Plumb e colaboradores (1989). O ensaio do brometo de [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] (MTT), foi primeiramente descrito por
Mosmann em 1983, e se baseia na capacidade celular de converter anéis do sal de
tetrazolio, de coloracdo amarela, em cristais de formazan (de coloracdo azul escura).
Essa reacdo € realizada por enzimas desidrogenases mitocondriais de células
metabolicamente viaveis, € os cristais insoldveis formados se acumulam no interior das
células. O ntimero de células vidveis € diretamente proporcional ao nivel de formazan
produzido, e € avaliado pela leitura de absorbancia a 570nm, apds solubilizacdo dos

cristais.
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Para realizacdo dos experimentos células de diferentes linhagens foram semeadas em
placas de 96 pogos (RT2 e T98: 500 células vidveis/poco; CAE: 2500 células/pogo) e
mantidas em estufa de CO2 (5% CO2 - Cole Parmer) com atmosfera imida a 37°C por
24 horas para completa ades@o. Apds esse periodo, as células foram incubadas por 48h
com diferentes concentracdes da SPB e da SPGP. Apdés 48h de exposi¢do aos
tratamentos, as células foram lavadas com PBS e incubadas por 4h, ao abrigo da luz, na
presenga de solugdo de MTT (0,5mg/mL de tampao glicina). Os cristais formados foram
entdo solubilizados com 100uL de DMSO, e a citotoxicidade celular foi medida
espectrofotometricamente em um leitor de microplaca UV-visivel (Molecular Devices)

a 570nm.

A fracdo de células sobreviventes nos grupos tratados foi calculada como porcentagem
do grupo controle, sendo a absorbancia no controle considerada 100% de sobrevivéncia.
Os valores obtidos s@o resultado de dois experimentos independentes, realizados em

quadruplicata.

4.10. Analises morfologicas in vitro

Andlises morfoldgicas das células foram realizadas rotineiramente durante a realizacdo
dos testes de citotoxicidade, utilizando-se Microscépio Optico Invertido Nikon. As
culturas foram fotografadas periodicamente para registros de possiveis alteracdes na
morfologia celular, sendo as imagens captadas com Camera Digital Nikon Coolpix

4500 utilizando contraste de fase.

4.11. Analise das alteracoes do DNA cromossomal através da coloracao com

DAPI

O DAPI (47,6- diamidina- 2°- fenindole dihidroclorido) é um corante fluorescente,
capaz de se ligar especificamente as fitas duplas do DNA cromossomal (Kubota et al.,
2000). Para andlise das alteragdes do DNA cromossomal, células foram semeadas em
placas de 96 pocos (RT2 e T98: 500 células vidveis/poco; Ehrlich: 2500 células/pogo)

mantidas por 24h em estufa de CO, para completa adesdo, e foram posteriormente
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incubadas com diferentes concentragdes da SPB e SPGP. Apds 48h de tratamento, as
células foram lavadas 1x com PBS estéril e incubadas em Metanol 100% (gelado) por
20 minutos para fixacdo. Apds fixagdo, foram novamente lavadas em PBS e incubadas
por 30 minutos com DAPI (SIGMA - Chemical Co.) na concentragdo de 400ng/mL,
diluido em PBS. Logo apds, o sobrenadante contendo DAPI foi retirado, e as células
foram lavadas 5x com PBS. Os nicleos das células corados com DAPI foram
visualizados em microscopio de fluorescéncia (Nikon- 385-410nm) e fotografados com

Camera Digital Nikon Coolpix 4500.

4.12. Controle positivo de apoptose: a Cisplatina

A cisplatina é um agente antineoplasico utilizado na clinica para o tratamento de alguns
tipos de tumores. Alguns autores ji demonstraram que a cisplatina induz a morte
apoptdtica (Mi-Rieong et al., 2004; Fukotomi et al., 2006) e, por este motivo, ela foi

utilizada nos experimentos como controle positivo de apoptose.

Para realizacdo dos mesmos, a cisplatina em p6 (Sigma Chemical Co.) foi inicialmente
dissolvida em DMSO (quantidade suficiente para dilui¢do) e filtrada em filtro Millipore
Millex 0.22um. Em seguida, foi diluida em meio completo DMEM e adicionada em
diferentes concentracdes as culturas de células utilizadas nos experimentos de
citotoxicidade e coloragdo com DAPI. A concentracdo méaxima de DMSO utilizada foi
de 5% e ndo causou alteracdes significativas na viabilidade celular. Todas as
manipulagdes da cisplatina foram feitas ao abrigo da luz. Todo material utilizado na
manipulagdo da cisplatina foi neutralizado em hipoclorito, por 24 horas, antes do

descarte.

4.13. Sintese de sondas radioativas utilizando **"Tc, I e "'I como

radiotracadores

4.13.1. Manipulacao de radioisétopos
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Para sintese de sondas radioativas com a SPB e SPGP foram utilizados os radioisétopos
tecnécio-99m (99mTc), iodo-125 (1251) e iodo-131 (1311), 0s quais, segundo Norma
CNEN-NE-6.02 sdo classificados respectivamente como radioisétopos de relativa e alta
radiotoxicidade. Por esse motivo todos os experimentos utilizando material radioativo
foram realizados tomando-se os devidos cuidados de radioprotecdo, de acordo com a
norma CNEN-NE-3.01. As bancadas foram devidamente forradas, e o operador fez uso
de todos os EPI necessarios (jaleco, luvas, filme dosimétrico, dosimetro digital (RAD
ALARM DOSIMETER 50/51/52/60/62) e 6culos de protecdo. Os descartes de rejeitos
foram etiquetados com as informagdes pertinentes (identificacdo do radioisétopo, tipo
de emiss@o e o tipo de rejeito), a blindagem adequada foi utilizada de acordo com cada
radioisétopo, e o monitoramento das possiveis contaminacdes de superficie foi feito
com o detector Geiger-Miiller. Os rejeitos radioativos foram segregados quanto ao tipo
de radiois6topo, tempo de meia vida, separados em material sélido e material liquido, e
acondicionados em embalagens proprias (saco pldstico e bombonas de polipropileno,
respectivamente) mantidos blindados até completo decaimento. Apds decaimento, os
rejeitos foram recolhidos pelo setor de rejeitos do Centro de Desenvolvimento da
Tecnologia Nuclear (CDTN/CNEN), o qual é responsavel pelo correto descarte dos

mesmos.

Apds os experimentos com animais, as carcagas e 6rgdos foram acondicionados em
freezer -80°C, em embalagens com blindagem adequada, por um periodo de tempo
suficiente para permitir o decaimento dos radiois6topos (de acordo com a norma CNEN
NE 6.05). Apds decaimento, as carcagas e 6rgdos foram monitorados com detector de
exposicdo de dose RADIATION SURVEY METER PRM301, e descartados como

residuo de servigo de saude (Anvisa, 2006).

4.13.2. Radiomarcacio de SPB com **™Tc: radiosintese da

[*™Tc]SPB

O”™T¢ ¢ um metal de transicio que pode existir em 9 diferentes estados de oxidacio,

PMTe forme

apresentando Nox que variam de -1 a +7. Essa variacdo permite que o
diferentes complexos de coordenacdo, com diferentes quelantes, mais o metal sé é
reativo quando em estados de oxidacdo inferiores ao +7. O 9mre utilizado em reagoes

de radiomarcagdo € obtido a partir de um gerador de molibdénio sob a forma oxidada
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Na”™TcO, (pertecnetato de estado de oxidagdo +7), que é quimicamente estivel. Ao
ser reduzido, entretanto, o **"TcOy pode se complexar a ligantes que contenham grupos
doadores de elétrons, tornando-se parte da molécula e gerando compostos radioativos. O
9mTCO, que ndo encontra ligantes no meio de reacdo forma um coldide composto por

moléculas de *™TcO, (Jurisson ef al., 1999).

A SPB foi radiomarcada com *™Tc¢ utilizando cloreto estanoso (SnCl,) e borohidreto de
sodio (NaBHy4) como agentes redutores, de acordo com método descrito por Pauwels et
al. (1993). Estudos preliminares foram realizados para avaliagdo das condi¢Ges 6timas

de reacdo para obteng@o de maior rendimento de marcacio dessa peconha.

Em um tubo foram misturados 2uL de solugdo cloreto estanoso em HCl (2mg/mL),
2uL. de solugdo borohidreto de sédio em NaOH (10mg/mL) e 100ug de SPB. Apos
ajuste do pH, com NaOH, para 7,5 a mistura foi incubada com 3,7MBq de NagngcO4
por um periodo de 30 minutos, sob condi¢des de vicuo e a temperatura ambiente.
Posteriormente, S00uL de solucdo salina (NaCl 0,9%) foram acrescentados ao meio,

para completo bloqueio da reag@o de radiomarcagao.

Devido a formagdo de coldide e a presenga de #MTcO,  livre no meio de reacdo é
necessdria a realizacdo de um controle de qualidade apds a radiosintese, o qual garanta a
qualidade do radiofdrmaco produzido. O controle de qualidade inclui a avaliacdo da
pureza fisico-quimica do material e a avaliagdo da atividade bioldgica apds a reagio de
radiosintese. O controle fisico € realizado através da observacdo do aspecto da solugao,
que deve ser limpida, sem alteracdes de cor e sem particulas visiveis. As andlises
radioquimicas determinam quanto da radioatividade total na amostra estd presente na
forma desejada (ligada as moléculas de interesse) e foi realizada por método adaptado
da Farmacopéia Norte-americana-USP 21 (United States Pharmacopeia, 1995),
utilizando dois sistemas cromatograficos: cromatografia ascendente em Silica gel 60
(Merck), tendo acetona como fase movel; e descendente em papel Whattman n° 1,
utilizando solucdo salina 0,9% como fase movel. No sistema cromatografico da Silica
Gel, quaisquer impurezas hidrofilicas originadas da reagdo com o Mg, que nao
estejam ligadas a substincia radiomarcada, tais como 99mTc—pertecnetato (gngcO4'),
migram ao longo da fita de silica, enquanto as moléculas protéicas radiomarcadas

permanecem no ponto de aplicacdo. J4 na cromatografia realizada em papel, as
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proteinas radiomarcadas migram através da fita juntamente com a solucdo salina, e

quaisquer espécies insoliveis de PmTe (tal como o colide *™TcO,) permanecem no

local de aplicacgdo (FIG.9).

Salina

gngCOQ' _O_

%MTeQ,[Proteina]

+ .O

BT,

Origem

Cromatografia descendente

Crigem

Acetona

——

VMO,

#mTeO.[Proteina]
+
BT,

Cromatografia ascendente

FIG.9: Desenho esquematico das cromatografias realizadas para o controle de qualidade

da radiomarcacio com *"Tc. O controle foi realizado por meio de cromatografia descendente

em papel Whattman n°l utilizando solugdo salina 0,9% como fase mdvel, e cromatografia

ascendente em Silica Gel 60 utilizando acetona como fase mével.

Apés a migracdo cromatografica, as fitas foram cortadas em tiras de lcm e tiveram sua

radioatividade medida em um contador gama (Wallac Wizard 1480 - Janela:140keV -

Eficiéncia do aparelho para o *™Tc: 80%). Através destes dados foi possivel calcular o

- ~ . ~ 99 . N < :
rendimento de reagdo, ou seja, qual propor¢do do ~ "'Tc se ligou as moléculas protéicas

da peconha e qual porcentagem reagiu formando outros compostos, segundo a férmula:

X= % *TcOqs
=% *"TcO2

RENDIMENTO = 100% - (X+Y), onde

75



Ap6s o cadlculo do rendimento da reacdo, foi possivel calcular a atividade especifica da
sonda radioativa sintetizada, a qual é definida como a atividade por unidade de massa

do material radiomarcado.

A avaliacdo da manutencdo da atividade antitumoral da peconha apds a radiomarcagéo

foi avaliada por meio do teste do MTT (conforme ja descrito no item 4.9.).

4.13.3. Radiomarcacao da SPGP com 1251, radiosintese da ['"**T]SPGP

Métodos sintéticos para a incorporacio de '*I em um determinado ligante sdo
primariamente determinados pelo fato do iodo ser ou ndo um &4tomo enddgeno na
molécula a ser marcada, e com poucas excecdes o iodo aparece como um dtomo
exdgeno, substituinte ou adicional. Existem dois métodos de radioiodagdo, o direto e o
indireto. Marcacdes diretas envolvem a adi¢do de um ou mais dtomos de iodo a uma
molécula, enquanto marcagdes indiretas, ou derivatizacdes, envolvem a ligacdo do

atomo de iodo a uma molécula por meio de um quelante.

O *™Tc¢ foi escolhido como radiotracador para sintese da sonda radioativa de SPB por
apresentar uma energia de emissdo gama de 140keV, o que € ideal para posterior
aquisi¢cdo de imagem em gama-cdmara. Apesar disto, ndo € um bom radiotragador
quando os trabalhos sdo realizados com moléculas de dificil obtencdo, como o caso da
enzima purificada SPGP, pois sua curta meia-vida fisica (6,02 horas) ndo permite a
utilizacdo da sonda radioativa gerada por mais que 1 dia. Desta forma, o 5 foi
selecionado para sintese da sonda de SPGP por possuir uma meia vida fisica mais longa
(58,2 dias), o que permite um maior aproveitamento da molécula radiomarcada. O gama
emitido pelo ' (27-35keV) ndo permite a aquisi¢io de imagem em gama-cimaras
convencionais, mas este radioisétopo pode ser substituido pelo "'I na reacio de

radiosintese, o qual é amplamente utilizado para aquisicio de imagem (gama de

365keV).

Neste trabalho os experimentos de radioiodacdo foram realizados pelo método de
ligacdo direta. Esse método envolve a oxidac¢do do I para I, (I'T) e uma subseqiiente
substitui¢do eletrofilica, a qual ocorre em um anel aromético na maioria das vezes.

Geralmente essa oxidagdo ¢é conseguida pela adicdo de agentes como
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lactoperoxidase/H,O, no meio de reagdo. Métodos diretos de iodinagéio sdo muito eficientes,
rdpidos e de simples execugdo, o que permite a reducdo do tempo de exposicdo do operador a

fonte de radiacdo .

Em moléculas de proteinas, os locais com maior probabilidade de marcacido sdo as

regides que apresentam o aminodcido tirosina, o qual apresenta a seguinte estrutura:

COOH
HN—C—H
CH

OH

FIG.10: O aminoacido aromatico Tirosina.

A SPGP ¢é uma enzima proteolitica primeiramente purificada da peconha do peixe
escorpido Scorpaena plumieri por Carrijo et al. (2005) e possui treze residuos de

tirosina em sua regido ja seqiienciada, o que a torna uma boa candidata a radioiodacdo.

Desta forma a sintese da sonda radioativa ['*I]SPGP foi realizada por uma reagio de
substitui¢do eletrofilica, de acordo com Santos et al., 2002, misturando-se 0,6nmol de
SPGP com 0,5mCi de Na'*I e quantidade adequada de lactoperoxidase. A reacdo foi
iniciada pela adicdo de 10puL de solugdo de perdxido de hidrogénio e, apds dois
minutos, foi interrompida através da dilui¢do da mistura de reagentes em uma solucéo
contendo 0,05M de PBS e 0,1% de BSA. A separacio do iodo livre (‘*T') presente no
meio de reacdo foi feita em resina de troca anidnica (DOWEX® 1X), previamente

saturada com solugdo de 0,05M de PBS (pH=7,4) e 0,1% de BSA.

O controle de qualidade da sintese da radiomarcacdo foi feito por cromatografia
ascendente em papel Whattman N°1 (2x20cm) usando como fase mdével metanol
saturado com iodeto de potdssio (FIG.11). Apds a corrida cromatogréfica, as fitas foram
cortadas em tiras de lcm e a radioatividade foi medida em um aparelho de

espectrometria gama (Wallac Wizard 1480 - Janela:35keV - Eficiéncia do aparelho para
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125 . . A : ~ . . .
o ~I: 80%). Ap6s o célculo da eficiéncia da radiomarcacdo, foi possivel determinar a

atividade especifica da SPGP radiomarcada.

Metanol

A lodo livre

. ['®[Proteina

Origem

FIG.11: Esquema da cromatografia em papel Whattman n°1 utilizando como fase mével
metanol saturado com iodeto de potassio. A cromatografia foi realizada para controle de

qualidade da radioiodag@o e determinar o rendimento da marcagao.

A avaliacdo da integridade estrutural da SPGP ap6s radioiodagcdo foi realizada por
cromatografia em HPLC. Apés a radiosintese, a mistura de reacdo foi submetida a
cromatografia em coluna de fase reversa Supelco C18 (0,46 x 25cm) previamente
equilibrada com a fase mével A (0,1% de TFA. A cromatografia foi desenvolvida a
23°C e as proteinas eluidas da coluna usando gradiente linear da fase moével B
(composta de 0,1% TFA em ACN), segundo o programa: 0 — 60% de B de 0 a 70
minutos. O fluxo utilizado foi de 1,2ml/min, sendo as proteinas detectadas pela
absorcdo a 280nm. Para validacdo do método, também a SPGP nativa e Nal foram
submetidos a cromatografia em HPLC, nas mesmas condi¢des, e foram utilizados como

padrdes.

A avaliacdo da manuten¢do da atividade bioldgica da ['*I]SPGP apds a reagdo de
radiomarcagdo foi confirmada pela realizagcdo de eletroforeses em gel de poliacrilamida
com substrato protéico (gelatina) copolimerizado (zimografia), segundo metodologia

descrita no item 4.6.
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4.13.4. Marcaciao da SPGP com BIy. radiosintese da ['I|[SPGP

A sintese da sonda radioativa de SPGP com !

I foi realizada por meio de marcacdo
direta, segundo descricdo do item 4.13.3, utilizando-se BT como radioisétopo. Os
devidos cuidados de protecdo radioldgica, pertinentes a0 manuseio deste radioisétopo,
foram tomados. O "' possui meia vida fisica de 8,02 dias e decai por emissdo de
radiacao gama de 365 keV (81,2%), 637 keV (7,3%) e 284 keV (6,1%) e de radiacdo

beta de energia maxima de 606 keV.

4.14. Manipulacao de Animais

Os experimentos envolvendo animais foram feitos de acordo com o Guia de Cuidados e
Utilizacdo de Animais de Laboratério da NRC (National Research Council,
Institucional Animal Care and Use Committee Guidebook, 1996) utilizando protocolo
previamente aprovado pelo Comité de FEtica em Experimentacio Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais (processo n°152/2007). Foram utilizados
camundongos Swiss fémeas, pesando de 25-30g, obtidos no Centro de bioterismo
(CEBIO) do ICB/UFMG. Durante todo periodo experimental os animais receberam
dgua (filtrada) e comida (ragdo comum sem suplementacdo) ad [libitum e foram
mantidos em sala com temperatura controlada de 25°C em estante ventilada Alesco com
sistema de fotoperiodo ciclos dia/noite (12/12 horas), sistema de filtros de ar com fluxo
de troca de ar de 54 trocas/hora. Foram acondicionados em gaiolas pequenas
(30x20x15cm = 600cm?) forradas com palha e higienizadas todos os dias. Cada caixa
abrigou o nimero maximo de 7 (sete) animais. O cdlculo do nimero de animais por
gaiola foi realizado de acordo com Guia de Cuidados e Utilizagdo de Animais de
Laboratério (NRC, 1996), segundo o qual cada camundongo necessita de 77cm’® para

sobrevivéncia. Todos os animais foram eutanasiados ao final dos experimentos.

4.15. Modelo animal

4.15.1. Modelo animal tumoral
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O comportamento e interacdo das sondas radioativas [*™Tc]SPB e ["*’I]SPGP foram

avaliadas in vivo em camundongos implantados com tumor de Ehrlich.

O tumor de Ehrlich foi descrito em 1906, como um carcinoma mamario murino sélido
que se desenvolvia em fémeas. Em 1932, Loewenthal & Jahn descreveram a forma
ascitica do tumor, a qual se crescia no peritonio de animais inoculados com as células
tumorais. Este tipo de tumor possui alto indice mitético, e se caracteriza pela presenca
de poucas células inflamatérias, estroma escasso e presenca de células extremamente
anapldsicas. Além disso, ¢é facilmente induzido em animais sauddveis ndo
imunossuprimidos, através do transplante direto de células tumorais retiradas de um
animal que ja possua a neoplasia desenvolvida. Devido a suas caracteristicas
histolégicas e sua facilidade de manuseio experimental, o tumor de Ehrlich tem sido
extensamente aplicado como modelo tumoral animal em estudos de Oncologia

Experimental (Dagli, 1989).

O preparo das células tumorais para implante incluiu a lavagem, contagem e teste de
viabilidade das mesmas de acordo com procedimento descrito no item 4.8. Com o
auxilio de seringas e agulhas descartdveis estéreis, foram retirados 3mL do fluido
ascitico de camundongos pré-inoculados hd 10 dias com tumor de Ehrlich na cavidade
peritoneal. O fluido foi lavado 3x em salina fisioldgica para a obtencdo de um liquido
denso e claro, correspondendo a uma suspensdo celular com o minimo de fibrina e
hemécias. A viabilidade celular foi entdo avaliada através da exclusio do Azul de
Tripan e as células de carcinoma ascitico de Ehrlich (2,5><106) foram inoculadas entre os
coxins plantares do membro posterior esquerdo dos animais (com auxilio de agulhas
estéreis) para obten¢do do tumor na forma solida. Apés seis dias do implante do tumor,

os animais foram utilizados nos experimentos de biodistribui¢do.

4.15.2. Modelo animal de edema

Na Medicina Nuclear, a busca por radiofarmacos capazes de fazer a detec¢do diferencial
entre patologias como cancer, inflamacido e infec¢do é de grande importancia. Os
radiofarmacos tradicionais para detec¢do de tumores sdo em sua maioria marcadores de
presenga de atividade metabdlica elevada, e podem gerar falsos positivos quando da

presenga de inflamagdo e infeccdo. No caso de paises tropicais, como o Brasil, a
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situacdo se agrava com a problemadtica de infe¢Ges cronicas tordcicas, como € o caso da
tuberculose e algumas infe¢des flingicas, uma vez que alguns radiofdrmacos tradicionais
podem marcar o pulmio independentemente da presenca de infecg¢do (Peters, 1998;

Lupetti et al., 2003).

Para avaliar o potencial da SPGP em detectar diferencialmente inflamacdo e sitios
tumorais, testou-se a captacdo da mesma por sitios inflamatérios em animais com

edema.

O processo inflamatério é uma resposta dos organismos vivos a estimulos lesivos, com
a finalidade de reconstituir a estrutura e a funcdo do tecido ou 6rgdo afetado.
Independente da natureza do estimulo lesivo observa-se fendmenos como aumento do
fluxo sanguineo e aumento da permeabilidade vascular resultando na formacdo de
edema. A carragenina é um agente lesivo que estimula o desencadeamento dos

fendmenos de transformagdes nos tecidos (Garcia et al., 1993).

Para desenvolvimento do edema os animais foram inoculados entre os coxins plantares
do membro inferior esquerdo com 30uL de uma solugdo 4,5mg/mL de Carragenina
dissolvida em solugdo salina estéril (0,9%), e apds 3 horas da estimulacdo do edema,

utilizados em experimentos de biodistribuicao.

4.16. Calculo do niimero experimental de animais
O tamanho da amostra para realizacdo dos experimentos in vivo foi calculado pelo
método estatistico de cédlculo da amostra para andlise de grupos independentes, segundo
Callegari-Jaques, 2003.
Realizados os célculos, verificou-se que o nimero de animais necessario para identificar

uma diferenca de pelo menos 30% entre o grupo controle e tratado, com um nivel de

0,05 de significancia e poder de 70%, é de no minimo 4 animais por ponto de andlise.
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4.17. Experimentos de biodistribuicao e deteccao de sitios tumorais in vivo

Para os experimentos de biodistribui¢do, animais implantados com tumor de Ehrlich
foram injetados com 17kBq de [99mTC]SPB ou [125]SPGP. As injecdes foram
ministradas por via endovenosa caudal, de acordo com o descrito por Pujatti et al (2005)
sendo os animais sacrificados por guilhotinamento (Guilhotina insight modelo EB271)

em diferentes tempos ap0s a injecao (0, 10, 30, 60, 180, 360, 1440 minutos).

Além das sondas radioativas acima citadas, o 99mTcOz, 99mTcO4' e Na'®I também foram
injetados, nas mesmas condi¢des, para determinacdo dos perfis de biodistribui¢do dos

possiveis contaminantes quimicos presentes nos meios de reacao.

Numa tentativa de otimizar a deteccdo do tumor e aumentar o tempo de residéncia do
radiofirmaco no sitio tumoral, também foram realizados experimentos de
biodistribui¢do com inje¢des ministradas via intratumoral. Nestes experimentos, além
do grupo controle constituido por animais injetados somente com o radioisétopo de
interesse (99mTc ou 12SI), animais possuindo edema também foram utilizados como
grupo controle. Neste experimento, os animais foram sacrificados 10, 30 e 60 minutos

apo6s a injecao da molécula radiomarcada.

ApOs as injecdes, os animais foram mantidos atrds de blindagens de chumbo adequadas
até momento do sacrificio, para evitar doses desnecessarias de radicdo nos operadores
(de acordo com norma de radioprotecdo 3.01 da CNEN). A guilhotina foi escolhida
como método de eutandsia por ser eficaz e causar morte instantdnea, o que € muito
importante em experimentos de biodistribui¢do pois, além de evitar o sofrimento do
animal permite maior exatiddo nos tempos de sacrificio. Além disso, possui baixo custo
e pouco risco para o operador, desde que o mesmo receba treinamento adequado. Apds
o sacrificio, foram coletadas amostras de sangue, e orgdos (tiredide, coracdo, pulmdes,
figado, estdbmago, intestino, bexiga, rins, miusculo esquelético, osso, aparelho
reprodutor, cérebro, cerebelo e cauda) foram removidos, pesados analisados em um

espectrometro gama automadtico (1480 Wizard 3’ Wallac).

Os resultados obtidos foram analisados pelo software Excel e apresentados como

porcentagem da dose injetada por volume/peso do 6rgdo (%DI/mL ou %DI/g). Nos
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animais injetados via endovenosa caudal, os valores da dose injetada foram ajustados
através da subtragdo da radioatividade remanescente na cauda. As doses de
radioatividade injetadas nos animais foram calculadas com base nas doses clinicas
utilizadas em humanos, garantindo-se que a inje¢do da substincia radioativa ndo gere

sofrimento fisico ou fisiolégico ao animal.

4.18. Avaliacio da toxicidade aguda produzida pela administracao de SPB

e SPGP in vivo

Para verificar a toxicidade da SPB e SPGP in vivo, camundongos Swiss fémeas
saudaveis, pesando entre 25-30g, foram injetados com uma concentracdo 10 vezes
maior que a concentracio de SPB e SPGP ministrada nos experimentos de
biodistribui¢do. Para este experimento os animais foram divididos em 3 grupos:
controle, o qual foi injetado com soluc¢do salina estéril (0,9%); grupo tratado 1, injetados
com 3ug de SPB; grupo tratado 2, injetados com 0,3ug de SPGP. Apéds 24 horas, os
animais foram eutanasiados por guilhotinamento, € uma aliquota de sangue foi
imediatamente coletada em solu¢io EDTA 10%, para avaliagdo das alteracdes
hematolégicas geradas pela SPB e SPGP. As andlises sanguineas foram realizadas no
Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterindrio da Universidade Federal de
Minas Gerais. Para quantificacio de leucdcitos foi utilizado um contador automatico de
células- Abacos, enquanto para a quantificacio de hemdcias as amostras de sangue
foram centrifugadas a 3000rpm por 10 minutos e as células vermelhas foram
transferidas para um tubo contendo liquido diluidor (Liquido de Dacie- Citrato de sédio
3,1%, Formol 0,4% e agua destilada). Posteriormente, as hemdcias foram contadas em

Microscépio Optico com o auxilio de uma cdmara de Neubauer.

Também os 6rgios (coracdo, pulmdo, figado, rins e cérebro) foram retirados para

avaliac@o das possiveis alteracdes histologicas.
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4.19. Calculos farmacocinéticos

A caracterizagdo do perfil farmacocinético de uma nova molécula € obtida do célculo de
parametros matematicos calculados a partir de dados de biodistribui¢dao. Os principais
parametros sdo a drea sob a curva (ASC), o volume de distribui¢do (Vd), a depuracdo

(ou clearance), a meia-vida e a biodisponibilidade.

Para simplificagdo dos célculos realizados neste trabalho foi assumido que o perfil
farmacocinético correspondia ao modelo monocompartimental, no qual o corpo &
considerado um compartimento unico. Este modelo descreve adequadamente as
alteracdes sofridas ao longo do tempo na concentragdo plasmadtica e na via de excrecdo

de farmacos que ap6s a administracio se distribuem rapidamente para os tecidos.

A biodisponibilidade diz respeito a quantidade de uma substincia que, introduzida no
organismo, ganha a circulacdo e torna-se disponivel para exercer sua atuacdo
terapéutica. O célculo deste parametro é dispensdvel quando a via de administragdo € a

endovenosa, pois 100% da droga esté disponivel na circulacéo.

A ASC foi calculada a partir do grifico de cinética sanguinea das moléculas e foi
utilizada para determinacdo dos tempos de meia-vida, volume de distribuicdo e

depuragao.

A depuragdo indica o volume de liquido bioldgico (sangue/ plasma) totalmente livre do
farmaco em uma determinada unidade de tempo. Na verdade, € a medida da eficiéncia
do corpo na eliminacdo da molécula. A depuracio plasmatica (Cp) foi calculada pela
férmula:

CL = D/ASC (mL/min)
Onde:
D = massa da droga administrada
ASC = area sob a curva no grifico que descreve a concentragdo da molécula na

circulag@o sanguinea.
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O volume de distribuicdo € a constante de proporcionalidade que descreve a relacdo
entre a quantidade de farmaco em todo o organismo e a quantidade existente no sangue
ou plasma e foi calculado pela férmula:

Vd = D/Cp (ug/mL)
Onde:
Vd = volume de distribui¢do aparente
D: massa da droga administrada
Cp: concentragdo sanguinea apds completa administragdo.
O tempo de meia-vida € o intervalo de tempo durante o qual um firmaco tem sua
concentracdo plasmatica reduzida em 50%. A meia vida também pode ser calculada
independentemente para cada 6rgdo no qual a molécula se acumula. Os valores de meia-
vida foram determinados diretamente a partir dos graficos de cinética, para cada 6rgio

de interesse.

4.20. Analise estatistica

Todos os experimentos in vitro foram realizados em quadruplicata, inclusive os
respectivos grupos controles. Os resultados foram expressos como a média £DP de pelo
menos dois experimentos. Os testes in vivo foram realizados em duplicata, e os
resultados expressos como a média £DP de pelo menos dois experimentos. Os dados
foram analisados pelo teste t de Student ndo pareado; foram considerados significativos

aqueles dados com p<0,05.
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5. RESULTADOS

Virios trabalhos tém demonstrado o potencial dos produtos naturais como fontes de
moléculas para o desenvolvimento de novos produtos terapéuticos. Os estudos t&€m se
concentrado em plantas e toxinas de animais terrestres, e poucos sdo os estudos
realizados com pegonhas de animais marinhos, principalmente peixes. O peixe-
escorpido S. plumieri é pouquissimo estudado e as referéncias a esta espécie na
literatura se resumem a relatos de acidentes com humanos e a sintomatologia gerada por
tais acidentes. Trabalhos atualmente realizados por nossos colaboradores tém
demonstrado a presen¢a de atividades variadas na peconha deste peixe, tais como
hialuronidase, fibrinogenolitica, edematogénica, caseinolitica e gelatinolitica. Apenas
uma enzima, com atividade gelatinolitica, foi purificada com sucesso a partir desta
peconha, e manteve sua atividade intacta apds todo processo de purifica¢do (Carrijo et

al., 2005.

Apesar desta gama de atividades detectadas, ainda ndo existem trabalhos avaliando o
potencial terapéutico desta pe¢conha nem da enzima purificada. Por esse motivo o
presente estudo representa uma investigacdo pioneira das possiveis propriedades
antitumorais e diagnosticas da peconha bruta do peixe escorpido (SPB), bem como da
enzima gelatinolitica purificada a partir desta peconha (SPGP), estando focado

principalmente na capacidade de detec¢do de sitios tumorais in vivo.

5. 1. Avaliacao do efeito antitumoral da SPB

Venenos animais sdo misturas complexas de proteinas e peptideos biologicamente
ativos. A variagdo na composi¢do destes venenos € um fendmeno natural que ocorre em
todas as espécies de animais venenosos. Geralmente a presenca de determinado
conjunto protéico, em maior ou menor grau, varia de acordo com a época do ano, a
idade, sexo, habito alimentar e regido de origem do individuo (Mackessy et al., 2003).
Por esse motivo para realizacdo dos experimentos com SPB e para purificacdo da
SPGP, foram utilizados “pools” de solugdes protéicas, originadas de varios exemplares

de peixes escorpido de diferentes idades, tamanhos e regides do litoral de Vitéria, ES.
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5.1.1. Avaliacao do efeito antitumoral in vitro da SPB sobre células

tumorais

Para avaliar o potencial terapéutico da SPB foram realizados testes de citotoxicidade,
através do método do MTT, em células RT2 (glioblastoma p53-selvagem), T98
(glioblastoma p53-mutante) e CAE (carcinoma mamadrio p53-selvagem). As células
foram tratadas com diferentes concentracdes de SPB e ap6s 48h foram avaliadas quanto

a sobrevivéncia.

Os resultados obtidos mostraram que a SPB foi citotoxica, de maneira dose-dependente,
para células RT2 e CAE. O efeito da SPB sobre a viabilidade de células RT2 é mostrado
na FIG.12. Foram testadas concentracdes de 0,5 a 125ug/mL, e a DLs( foi calculada em
3,9010,98ug/mL (concentragdo capaz de reduzir o numero de células vivas pela

metade).

Também para células CAE a SPB foi citotoxica de forma dose-dependente, apesar destas
células apresentarem maior resisténcia a acdo da SBP que células RT2. Foram testadas
concentragdes de 0,25 a 200ug/mL, e a DLsy foi de 14,05£2,95ug/mL. Apds 48h de
tratamento, na concentracio de 200pg/mL, ndo foram encontradas células vivas

(FIG.13).

O efeito citotéxico da SPB sobre células T98 € mostrado na FIG.14. Foram testadas
concentragdes de 0,5 a 125ug/mL, e apds 48 horas de tratamento o efeito citotdxico
maximo observado ocorreu na concentragdo de 125ug/mL de SPB, onde a pegonha foi
letal para apenas 25 +2,48% das células. O efeito da SPB sobre esta linhagem no foi
dose-dependente, na faixa de concentracdes avaliadas, € mesmo a maior concentracio
de SPB testada sobre essas células ndo foi capaz de reduzir o nimero de células vivas
pela metade, o que impossibilitou o cdlculo da DLsy por meio deste experimento. Este
resultado sugere que glioblastomas malignos mutantes para o gene P53 so resistentes

ao efeito citotoxico da SPB.
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FIG.12: Efeito citotéxico da SPB sobre células RT2. Células RT2 foram semeadas em placas
de 96 pocos e incubadas com diferentes concentragdes de peconha a 37°C por 48 horas. A taxa
de sobrevivéncia foi medida pelo MTT. A menor concentragdo de pegonha utilizada ndo se
mostrou significativamente citotéxica para as células testadas. As demais doses (a partir de
lug/mL) foram significativamente citot6xicas, de maneira dose-dependente, com DLs, de

3,90+0,98pg/mL. (p < 0,05).
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FIG.13: Efeito citotoxico da SPB sobre células CAE. Células foram semeadas em placas de
96 pocos e incubadas com diferentes concentracdes da peconha a 37°C por 48 horas. A taxa de
sobrevivéncia foi medida pelo MTT. A menor concentragdo de peconha utilizada ndo se
mostrou citotdxica para as células testadas. As demais doses (a partir de 1pg/mL) foram
significativamente citotéxicas, de maneira dose-dependente, com uma DLs, de

14,05+2,95pug/mL. (p < 0,05).
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FIG.14: Efeito citotoxico da SPB sobre células T98. Células T98 foram semeadas em placas
de 96 pocos e incubadas com diferentes concentracdes da pegconha bruta de S. plumieri a 37°C
por 48 horas. A taxa de sobrevivéncia foi medida pelo MTT. O efeito citotéxico maximo da
SPB ocorreu na concentracdo de 125ug/mL, onde a peconha foi letal para 25 +2,48% das
células. (p < 0,05).

5.1.2. Analise da morfologia celular de células submetidas ao

tratamento com SPB

As andlises morfoldgicas foram realizadas com auxilio de uma cdmera fotografica
digital acoplada a microscépio Optico (MO), onde as células foram visualizadas e
fotografadas. As alteracdes sofridas pelas células RT2, CAE e T98, quando submetidas
ao tratamento com SPB podem ser observadas nas FIG. 15, 16 e 17, respectivamente. O
tratamento das linhagens com SPB causou significativas alteragdes na morfologia das
células. Mesmo células T98, apesar de sua resisténcia a agdo citotoxica da peconha,
sofreram significativas alteracdes em sua morfologia. As alteracdes mais aparentes
foram uma reducdo do volume citoplasmatico, com conseqiiente redu¢cdo do tamanho
celular, formagcdo de vesiculas (ou vactiolos) no citoplasma, irregularidades na
membrana plasmdtica e arredondamento celular. Em todas as linhagens essas alteracdes
foram agravadas com o aumento da concentragdo de SPB no meio. Em células RT2 e
CAE também foi observada a formacao de blebs, os quais sdo protuberincias irregulares
da membrana citoplasmdtica formadas em conseqiiéncia da perda de integridade do

citoesqueleto celular durante o processo de apoptose. O tratamento das células T98 com

SPB nio levou a formacao de blebs, mesmo nas concentracdes mais altas.
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FIG.15: Fotomicrografia optica de células RT2: alteracdes morfolégicas apos 48 horas de
tratamento com SPB. Imagens adquiridas em Camera fotografica Digital Nikon Coolpix
4500, acoplada ao MO (aumento de 400x). Células tratadas com SPB apresentaram reducgdo do
volume celular e irregularidades na membrana plasmatica (indicadas pelos asteriscos). O

tratamento também causou a formacao de blebs, os quais sdo indicados pelas setas pretas.
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FIG.16: Fotomicrografia éptica de células CAE: alteracdes morfoldgicas apos 48 horas de

tratamento com SPB. Imagens adquiridas em Camera fotogrifica Digital Nikon Coolpix
4500, acoplada ao MO (aumento de 400x). O tratamento causou irregularidades da membrana

plasmatica (indicados pelos asteriscos) e formacao de blebs(setas pretas).
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FIG.17: Fotomicrografia éptica de células T98: alteracdes morfolégicas apés 48 horas de
tratamento com SPB. Imagens adquiridas em Camera fotografica Digital Nikon Coolpix
4500, acoplada a0 MO (aumento de 400x). Apesar da resisténcia dessa linhagem ao efeito
citotéxico da peconha, o aumento da dose de SPB gerou arredondamento e reducéio do volume

celular.

5.1.3. Analise das alteracoes do DNA cromossomal induzidas pela

SPB

A morfologia do DNA cromossomal de células submetidas a tratamento com SPB foi
avaliada através da coloragdo com DAPI. Este corante é especifico para DNA e se
intercala entre as duplas fitas, reagindo com as bases nitrogenadas e formando
complexos fluorescentes. Essa técnica permite ndo s6 avaliar fragmentagdes no material
genético da célula, mas também outras caracteristicas do processo de apoptose tais

como a condensacdo da cromatina e a formacgdo dos corpos apoptéticos, e permite a
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complementacio dos dados obtidos durante a andlise morfoldgica das células

(Tarnowski et al., 1991).

Para realiza¢do dos experimentos de coloragdo com DAPI, células RT2 e CAE foram
tratadas com concentracdes de SPB proximas a DLsy (a qual foi previamente
estabelecida pelos experimentos de citotoxicidade: 3pug/mL e 10ug/mL, respectivamente).
Células T98 foram tratadas com a maior dose utilizada nos experimentos de
citotoxicidade (125ug/mL). Células RT2 e CAE, ap6s 48h de tratamento apresentaram
condensacdo da cromatina, fragmentacdo do DNA, e formacdo de corpos apoptéticos
(FIG. 18 e 19). Em células T98, apds 48 horas de tratamento, foi possivel visualizar a
condensagdo da cromatina, formagdo de poucos corpos apoptoticos (FIG.20). Todas as
alteracdes morfologicas observadas no DNA cromossomal, em todas as linhagens, sdo

caracteristicas do processo de morte celular programada.
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FIG.18: Analise do DNA cromossomal de células RT2 apo6s 48h de tratamento com SPB,
na concentracio de 3pug/mL. Células RT2 coradas com DAPI apés tratamento com SPB,. A)
aumento de 200x; B) aumento de 400x. Setas finas indicam condensa¢@o da cromatina e setas

grossas indicam corpos apoptoticos.

95



J.§ Controle

SPB 10ug/mL | SPB 10pg/mL
-

FIG.19: Alteracoes do DNA cromossomal de células CAE coradas com DAPI, apds 48
horas de tratamento com 10ug/mL de SPB. A) aumento de 200x; B) aumento de 400x. Setas

finas indicam condensa¢@o da cromatina e setas grossas indicam corpos apoptoticos.
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FIG.20: Células T98 coradas com DAPI, apés 48 horas de tratamento com SPB
(125pg/mL). A cromatina apresentou pontos de condensacdo, mas poucos corpos apoptoticos
foram formados. A) aumento de 200x; B) aumento de 400x. Setas finas indicam condensacdo da

cromatina e setas grossas indicam corpos apoptdticos.
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5.2. Sintese, avaliacao da preservacao da atividade antitumoral e avaliacio
da pureza radioquimica da sonda radioativa de SPB utilizando #mre como

radiotracador

Pouco se sabe sobre as propriedades fisio-farmacoldgicas e bioquimicas da SPB, bem
como sobre seus possiveis componentes toxicos e de interesse terapéutico, € 0s
mecanismos de acdo pelos quais agem tais componentes. Ndo existem estudos sobre
radiomarcacgdo e perfil de distribuicio desta peconha descritos na literatura. Por este
motivo, com o0 objetivo de determinar o perfil de biodistribuicdio da SPB, e
posteriormente avaliar sua interacdo com células tumorais in vivo, a pegonha bruta foi
radiomarcada com 99mTc, de forma a se obter uma sonda radioativa. Como este é o
primeiro trabalho relatando a radiomarcacdo da SPB, foram realizadas diversas reacdes
de sintese, sob diferentes condi¢des de pH, temperatura e saturacdo de oxigé€nio
(condi¢@o ambiente e de vacuo), de forma a se obter o melhor protocolo para a reacéo
de radiomarcacdo. Em condi¢des ambientes, o rendimento médio das radiomarcacdes
foi de 55%. O maior rendimento foi obtido em pH 7,6, em condi¢des de vacuo. Em tais
condicdes, o rendimento médio das reacdes de radiosintese foi de 74,77%. A sonda

radioativa sintetizada a partir da pe¢onha bruta foi chamada de [*™Tc]SPB.

A radiomarcagdo com 9MT¢ consiste em um processo de marcagdo ndo isotopico, onde
ocorre a introducdo de um elemento “estranho” nas moléculas, o que pode levar a sua
ruptura e/ou a perda de suas fungdes. Desta forma, para garantir que o processo de
radiomarcag¢do néo alterou os componentes da peconha de forma a reduzir sua atividade
antitumoral, a [99mTc]SPB foi testada sobre células RT2, CAE e T98 quanto a sua

citotoxicidade.

Em células RT2, a unido das proteinas da peconha com a emissio de radiagdo gama do
99me possibilitou um aumento da atividade antitumoral da SPB. Na menor
concentragio testada (0,5ug/mL) a [*™Tc]SPB foi citotéxica para 76,75+2,08% das
células (FIG. 21). As FIG. 22 e 23, demonstram que a radiomarcag@o da peconha nio
reduziu significativamente sua atividade antitumoral em células CAE (DLsy =
16,98+2.93ug/mL) e T98 (onde a concentragdo de 125ug/mL foi citotéxica para

24,03+2,486% das células, respectivamente.
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FIG.21: Avaliacio da manutenc¢io da atividade antitumoral da SPB apés radiomarcaciao
com *"Tc. Teste do MTT sobre células RT2. Comparagio da acio antitumoral da SPB e
[*"Tc]SPB em células RT2. A peconha radiomarcada teve sua atividade antitumoral
aumentada, demonstrando que a marcagdo ndo causou degradacdo ou perda de atividade dos
componentes antitumorais da SPB. Na menor concentracdo testada (0,5ug/mL) a

[99mTc]SPB foi citotdxica para 76,75+2,08% das células
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FIG.22: Avaliacio da manutencio da atividade antitumoral da SPB apés radiomarcaciao
com *"Tc. MTT sobre células CAE. Comparacio da acdo antitumoral da SPB e [**"Tc]SPB
em células CAE. A peconha radiomarcada manteve sua atividade antitumoral, demonstrando
que a marcagdo ndo causou degradacdo ou perda de atividade dos componentes antitumorais da

SPB (DLs, = 16,9842.93pg/mL).
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FIG.23: Avaliacio da manutenc¢io da atividade antitumoral da SPB apés radiomarcaciao
com *™Tc. Comparacio da acdo antitumoral da SPB e [*™Tc]SPB em células T98. A peconha
radiomarcada manteve seu perfil citotéxico, demonstrando que a marcagdo ndo causou perda ou
ganho de atividade dos componentes antitumorais da SPB. A concentracio de 125ug/mL foi

citotoxica para 24,03+2,486% das células.

As andlises cromatograficas realizadas para determinacio do rendimento das reagdes,
mostrou que 24% da radioatividade total encontrada estava na forma de coldide
(99mTcOz) e 1% na forma de 9ngcO4'. Para verificar se tais impurezas poderiam
interferir no perfil de biodistribuicio da [*™Tc]SPB, foram realizadas andlises
comparativas in vivo entre os perfis de biodistribuicdo desta sonda e dos contaminantes
gerados nas reagdes de radiomarcagdo *™TcO,, *™TcOy). Para tal, camundongos
Swiss fémeas foram injetados via endovenosa caudal com 16,67x10° Bq de [*™Tc]SPB,
99mTcoz, 99mTcO4', e dissecados para avaliacdo da radioatividade captada em cada
orgdo. Os resultados sdo apresentados na FIG.24 e demonstram que os possiveis
contaminantes e a SPB radiomarcada apresentam perfis completamente distintos de

biodistribuigao.

Nos experimentos, os contaminantes foram consideravelmente captados pela tiredide e

99m,

estdbmago, o que ndo ocorreu com a [~ 1c]SPB. Este é outro dado que confirma a

pureza radioquimica da prepara¢do, uma vez que amostras com altas propor¢des de
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9ngcOz, 99mTcO4' sdo altamente captadas pela tiredide, devido a afinidade deste 6rgéo

por estas moléculas.

Os dados acima expostos demonstraram que a realizacdo de reacdes sob condi¢cdes de
vicuo possibilitou a sintese de uma sonda radioativa com alta atividade especifica
(0,352x10°Bg/mg) e atividade bioldgica preservada, e com alta pureza radioquimica. A
boa qualidade da sonda sintetizada possibilitou sua utilizacdo em experimentos de

biodistribui¢do e interagdes com sitios tumorais in vivo.
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FIG.24: Verificacio in vivo da pureza radioquimica da [**"Tc¢]SPB . Comparacio dos perfis de
biodistribuicdo das moléculas radiomarcadas e dos possiveis contaminantes presentes nos
radiofarmacos (**"TcO,, " TcOy’) apés 30 minutos da injecdo via endovenosa caudal. A distingdo

entre os perfis de biodistribuicio dos contaminantes e da [*"Tc]SPB confirma a pureza da

mesma.

5.3. Determinacdo dos parametros farmacocinéticos e avaliacio da

. ~ . . 99, s40 . . . . o ~ . .
interacio in vivo da [ "Tc]SPB com sitios tumorais: Biodistribuicio em animais

com Tumor de Ehrlich

A capacidade de interacdo com sitios tumorais in vivo da [99mTC]SPB foi determinada

através de experimentos de biodistribuicdo em camundongos Swiss fémeas implantados

com tumor de Ehrlich.
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Os animais receberam injecdes com 16,67x10°Bq da pegonha radiomarcada e tiveram

os orgdos retirados para andlise. A Tabela 3 trds a cinética de biodistribui¢do da

[99m

Tabela 3:

Tc]SPB e permite a identificacdo dos 6rgdo que a acumularam.

Cinética da biodistribuicao da [99mTc]SPB (% DI/g), em animais com tumor de

Ehrlich, injetados via endovenosa com 16,67x10°Bq (n=4; p<0,05)

Tempo apos a injecdo

Orgao 1 min. 10 min. 30min. 60 min. 180min. 360min. 1440 min.
Sangue 9,02+1,68 2,110,41 0,84+0,50 0,41+0,03 0,29+0,02 0,26+0,07 0,2410,01
Tiredide 0,60+0,12 0,29+0,17 0,16%0,04 0,18+0,01 0,17+0,09 0,08t0,02  0,10+0,03
Coracio 1,30+£0,43 0,37+0,09 0,20+0,10 0,12+0,01 0,09+0,01 0,07£0,02  0,09£0,03
Pulmaéo 4,11£1,15 1,03+0.46 0,41£0,03 0,18%0,02 0,11+0,04 0,06:0,02  0,05+0,01
Figado 2,8710,33 6,67+2,19  3,01+1,32 147+0,24 1,37+0,70 0,51£0,30  0,41%0,07
Baco 0,56+0,42 247+1,03 0,76%0,66 0,53+0,26 0,25+0,15 0,21£0,10  0,24%0,02
Pancreas 0,32+0,03 0,21+0,06  0,11+£0,04 0,08+0,01 0,06:0,01 0,08£0,02  0,09%0,02
Rins 2,8810,43 11,83£2,05 5,96+4,36 2,82+0,51 1,11+0,70 0,81£0,51  0,75%0,09
Estomago 0,34+0,09 0,46+0,12 0,34+0,06 0,39+0,13 0,17+0,11 0,12£0,05 0,1920,11
Intestino 0,41+£0,02 0,44+0,05 0,16%0,08 0,13+0,07 0,07£0,04 0,05£0,03  0,06+0,01
Osso 0,21+0,14 0,35+0,21  0,14+0,06 0,16+0,08 0,07+0,05 0,15£0,011 0,12+0,05
Misculo 0,01+£0,01 0,15+0,09 0,06+0,02 0,04+0,01 0,07£0,02 0,04£0,02  0,04%0,01
Utero/Ovirio 0,13+0,03 0,19+0,09 0,07+£0,01 0,05+0,01 0,05+0,02 0,47£0,08 0,07+0,02
Bexiga 0,31+0,08 0,31+0,16  0,33+0,03 0,36+0,06 0,31+0,14 0,27£0,07 0,27%0,06
Cérebro 0,12+0,02 0,05+0,01  0,04+0,01 0,03+£0,01 0,03+0,01 0,03£0,01 0,03%0,01
Cerebelo 0,15£0,03 0,07+£0,02  0,09%£0,03 0,07+0,01 0,06£0,02 0,12+£0,07 0,07£0,01

Os resultados mostraram que a concentragdo de [*™Tc]SPB no sangue diminui
significativamente nos primeiros 10 minutos apds a injecdo endovenosa caudal, com
uma depuragdo plasmdtica de 0,217mL/min e um T, plasméitico de 6,31+£0,41min.
ApGs 180 minutos da injecdo apenas uma pequena quantidade de [*™Tc]SPB foi
detectada no sangue, a qual se manteve estdvel at¢é o maior tempo avaliado
(0,2620,07%DI/mL). O volume de distribui¢cdo da SPB foi calculado em 0,45mL/g. A

99m,

baixa quantidade de [ Tc]SPB na tire6ide durante todos os tempos analisados, como

dito anteriormente é mais uma caracteristica que confirma a alta pureza radioquimica
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desta preparagdo. A concentracio da [*™Tc]SPB no coragdo, pulmao e pancreas seguiu
a cinética sanguinea, sendo reduzida ao longo do tempo. A captagdo desta molécula no
cérebro e cerebelo foi desprezivel, indicando que a peconha bruta ndo foi capaz de
atravessar a barreira hematoencefélica e provavelmente ndo produz efeitos neurotoxicos

diretos quando injetado via intravenosa.

A captacgdo da [*™Tc]SPB no figado e rins indica que estes 6rgdo sdo os responsaveis
pela metabolizacdo e excrecdo desta molécula. Ap6s 24horas da injecdo esta molécula

ja havia sido quase completamente eliminada (0,7510,09%DI/g)

A concentragdo da [™Tc]SPB na regido tumoral, em diferentes tempos, € mostrada na
FIG.25. Em nenhum dos tempos analisados houve diferenca significativa entre a
captacdo na pata implantada com tumor de Ehrlich e na pata contralateral normal. A
maior captacdo observada no tumor ocorreu 10 minutos apds a injecdo
(0,51£0,1%DI/g), sendo gradativamente reduzida nos tempos subseqiientes, de acordo
com a cinética sanguinea. Estes dados mostraram que a SPB nfo possui afinidade pelas

c€lulas tumorais.
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FIG.25: Comparaciio da concentracio da [*"Tc]SPB na pata implantada com tumor de
Ehrlich e pata sem tumor (pata normal), ao longo do tempo. A concentragio da [*"Tc]SPB
na pata com tumor nado foi significativamente diferente de sua concentragdo na pata normal.

(n=4; p<0,05).
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5.4. Purificacao da enzima gelatinolitica SPGP a partir da peconha de S.

plumieri

Os resultados obtidos com a SPB mostraram que essa pegonha possui efeito
antitumoral, e permitiram a avaliacdo das propriedades antitumorais da enzima com
atividade gelatinolitica, a SPGP, purificada a partir desta peconha, para verificar se esta

enzima colabora ou é responsével pelo efeito antitumoral da SPB.

Por meio de adaptagdes na metodologia descrita por Carrijo et al. (2005), a SPGP foi
isolada da SPB. Para purificacdo foram realizadas 4 cromatografias, sendo o rendimento
da purificacdo de aproximadamente 1,5% em relacdo ao material de partida. A FIG.26

trds o fluxograma do processo de purificacdo dessa enzima.

FRACAO SOLUVEL DA PECONHA

Filtracéo em Gel
{Sephacryl S 200HR)

Fl FlI FIll FIV FV FVI

Troca Anidnica
(DEAE Cellulose)

FII1100 FII1200 FI11400

Fase Reversa
{(Supelco CA/HPLC)

FllI200/2

Fase Reversa
(Supelco C18/HPLC)

SPGP

FIG.26: Fluxograma do processo de purificacio da SPGP a partir da SPB. (Modificado de
Andrich, 2005).
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5.4.1. Cromatografia de filtracio em Gel em coluna Sephacryl

S200HR

A FIG.27 mostra o perfil cromatogréfico obtido do fracionamento da fragdo solivel da
SPB em coluna de Sephacryl S 200 HR. Esta primeira etapa de purificagdo resultou em
seis picos principais, sendo o contetido protéico agrupado em seis fracdes denominadas
FI a FVI. Os testes eletroforéticos demonstraram que a atividade gelatinolitica esta
principalmente associada as fracdes FIII e FV (dado ndo mostrado). A fracdo FIII, por
apresentar maior conteido protéico e atividade gelatinolitica intensa, foi selecionada

para dar continuidade ao processo de fracionamento.
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FIG.27: Perfil cromatografico da Filtracio em Gel da fracio solivel da SPB em Coluna
Sephacryl S 200 HR (1,2 x 120cm). A coluna foi equilibrada e eluida com tampao fosfato
10mM pH 7,4, a 4°C. O fluxo foi de 5,4ml/hora com fragdes de 1,8ml/tubo. O conteido
protéico do eluato foi estimado pela leitura da absorbancia a 280nm. As abreviacdes FI a FVI

correspondem as fragdes agrupadas.
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5.4.2. Cromatografia de troca anionica em coluna DEAE Celulose

A fragdo FIII, com atividade gelatinolitica intensa foi submetida a cromatografia de
troca anionica em coluna de DEAE-Celulose. Trés grupos de proteinas foram obtidos e
denominados de acordo com a concentracio de sal necessdria para sua elui¢do (FIII100,
FIII200 e FIII400). A FIG.28 mostra o perfil obtido neste processo cromatogrifico. A
atividade gelatinolitica predominante estava associada a fracdo FII1200 (FIG.29), a qual

foi utilizada para dar continuidade ao processo de purificacao.
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FIG.28: Perfil cromatografico da troca aniénica da fracao FIII. Coluna de troca aniénica
(DEAE Celulose, 1,0 x 10cm). A coluna foi equilibrada e eluida com tampao fosfato 10mM pH
7,6, a 4°C e as proteinas foram eluidas com um gradiente “step-wise” de NaCl (0; 0,1; 0,2 e
0,4M). O fluxo foi de ~1,5ml/min com fragdes de 1,5ml/tubo. O contetdo protéico do eluato foi
estimado pela leitura da absorbancia a 280nm. As abrevia¢des FIII100, FIII200 e FIII400

correspondem as fragdes agrupadas.
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FIG.29: Zimograma das fracoes obtidas da segunda etapa de purificacdo cromatografica.
O zimograma em detalhe mostra a atividade gelatinolitica das fra¢des (~5ug) (A) FIII100, (B)
FIII200 e (C) FIII400, utilizando gel 7,5% de acrilamida em Tris- HCI pH 8,8 contendo 0,1% de
gelatina. Apds remocao do SDS do gel com Triton X-100, este foi incubado em tampao fosfato
0,1M pH 7,5 por 16h a 37°C. O gel foi revelado com azul de coomassie. A fracdo FIII1200 foi

selecionada para dar continuidade ao processo de purificacao.

5.4.3. Cromatografia em Coluna de Fase Reversa C4

Nesta etapa, a fracdo FIII1200 foi submetida a cromatografia de fase reversa em HPLC
utilizando coluna analitica Supelco C4. Neste processo foram obtidos trés picos
principais, dois durante o gradiente de ACN (denominados FII1200/1 e FII1200/2), e um
eluido a 100% de ACN (denominado FII1200/3) (FIG.30). Os trés picos foram testados
quanto a presenca de atividade gelatinolitica, sendo FIII200/2, eluido com

aproximadamente 39% de ACN, o tnico a apresentar tal atividade (FIG.31).
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FIG.30: Perfil cromatografico obtido da etapa 3 de purificacdo: Coluna de fase reversa C4
(Supelco, 0,46 x 15c¢m) equilibrada com soluciao de 0,1% de TFA em agua. A cromatografia
foi desenvolvida usando um gradiente linear de 0 a 50% de acetonitrila contendo 0,1% de TFA
a 23°C. Amostra: FIIID200. O fluxo foi de 1,0ml/min. O conteido protéico do eluato foi
estimado pela absorbancia a 280nm. A barra horizontal corresponde a fracdo com atividade

gelatinolitica.

FIZ00  FII200A FII200/2 FIII200/3

FIG.31: Zimograma das fracées obtidas da terceira etapa de purificacdo cromatografica.
O zimograma em detalhe mostra a atividade gelatinolitica da fracdo aplicada FIII200 (~5ug) e
das fracdes obtidas: FIII200/1, FIII200/2 e FII1200/3, utilizando gel 7,5% de acrilamida em
Tris- HCI pH 8,8 contendo 0,1% de gelatina. Apds remogdo do SDS do gel com Triton X-100,
este foi incubado em tampao fosfato 0,1M pH 7,5 por 4h a 37°C. O gel foi revelado com azul de

coomassie. Apenas a fracdo FIII200/2 apresentou atividade gelatinolitica.
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5.4.4. Recromatografia em Coluna de Fase Reversa C18

O perfil da recromatografia em Coluna de Fase Reversa C18 Supelco estd mostrado na
FIG.32. As proteinas foram eluidas (com 48% de ACN), m um pico tnico e simétrico, o

qual corresponde a enzima gelatinolitica SPGP.
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FIG.32: Perfil da recromatografia em Fase Reversa (HPLC) da fracao FIII200/2. A corrida
cromatogréfica foi realizada em Coluna Supelco C18 (0,46 x 25¢cm) equilibrada com solugio
de 0,1% de TFA em &4gua. A cromatografia foi desenvolvida usando um gradiente linear de 0 a
60% de acetonitrila contendo 0,1% de TFA a 23°C. Amostra: FIIID200/2. O fluxo foi de
1,0ml/min. O contetido protéico do eluato foi estimado pela absorbancia a 280nm, sendo o

unico pico encontrado correspondente a enzima gelatinolitica SPGP.

5.4.5. Verificacao da pureza da SPGP

A verificacdo da pureza da SPGP foi avaliada por eletroforese em gel de poliacrilamida
(gradiente Laemmili), o qual estd representado na FIG.33. A observacdo de que a
amostra contendo SPGP migrou como uma unica banda protéica sugere a
homogeneidade e pureza deste componente, o qual foi entdo confirmado como sendo a
enzima gelatinolitica SPGP (conforme previamente descrito por Carrijo et al., 2005). O

peso molecular aparente da enzima purificada estd de acordo com dados anteriormente
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publicados por Carrijo et al. (2005), em torno de 80 kDa, quando sob condi¢des ndo

redutoras.

kDa

250

105
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FIG.33: Eletroforese em gel de poliacrilamida sistema gradiente Laemmili para
verificacio da homogeneidade da enzima purificada (SPGP). (A) Marcador de peso
molecular Rainbow; (B) SPB (~ 15ug); (C) FIII (~ 10ug); (D) FIII200 (~ 10ug); (E) SPGP (~
S5ug). Gel 7,5% de acrilamida em Tris-HCI, pH 8,8. As bandas protéicas foram reveladas com

azul de comassie.

5.5. Avaliacao do efeito antitumoral a SPGP

5.5.1. Avaliacao do efeito antitumoral irn vitro da SPGP sobre

células tumorais

Assim com a SPB, a citotoxicidade da SPGP foi avaliada sobre células RT2, CAE e
T98. A FIG.34 mostra a citotoxicidade de SPGP sobre células RT2, ap6s 48 horas de
tratamento. Foram testadas concentracdes de 3,35x10"13M a 6,95x10'10M. Os resultados
obtidos mostraram que células RT2 sdo mais sensiveis a SPGP que a SPB, como pode

ser observado pelo valor da DL, calculado em 8,81x10"12i2,94x10'12M para essa
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enzima. Apds 48 horas de tratamento, na maior concentrag@o testada, ndo foram encontradas

cé€lulas vivas.
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FIG.34: Efeito citotéxico da SPGP sobre células RT2. Células RT2 foram semeadas em
placas de 96 pogos e incubadas com diferentes concentracdes de SPGP a 37°C por 48 horas. A
taxa de sobrevivéncia foi medida pelo MTT. A SPGP foi significativamente citotoxica, de

maneira dose-dependente, com uma DLs, de 8,81x10’1212,94x10’12M. (p < 0,05).

O efeito citotoxico da SPGP sobre células do CAE, apds 48 horas de tratamento, é
mostrado na FIG.35. Foram testadas concentragdes de 3,35x10’13M a 1,41x106'9M,
sendo a DLsg de 1,22x10'11i6,56x10'12M. Células CAE foram mais resistentes que

células RT?2 ao tratamento com SPGP, assim como ocorreu para a SPB.

O efeito da SPGP sobre a sobrevivéncia de células T98 é mostrado na FIG.36. A SPGP
foi mais citotéxica que a SPB em células T98. Assim como nos testes com a peconha
bruta, as concentragcdes testadas de SPGP sobre células T98, ndo foram citotéxicas para
mais de 50% das células, o que impossibilitou o calculo da DLs para essa linhagem. A
citotoxicidade méxima observada, apdés 48 horas de tratamento, ocorreu nas
concentragdes de 6,95x10"°M e 1,39x10°M, onde a SPGP foi letal para 40 +4,69% das

células.
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FIG.35: Efeito citotoxico da SPGP sobre células CAE. Células foram semeadas em placas de
96 pocos e incubadas com diferentes concentracdes de SPGP a 37°C por 48 horas. A taxa de
sobrevivéncia foi medida pelo MTT, e a enzima foi significativamente citotoxica, de maneira

dose-dependente, com uma DLs, de 1,22)(10'Ui6,56X10'12 M. (p <0,05).
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FIG.36: Efeito citotéxico da SPGP sobre células T98. Células T98 foram semeadas em placas
de 96 pocos e incubadas com diferentes concentracdes da SPGP a 37°C por 48 horas. A taxa de
sobrevivéncia foi medida pelo MTT. O efeito citotéxico maximo da SPGP ocorreu nas maiores

concentracdes testadas, onde a SPGP foi letal para 40,00 +4,69% das células. (p < 0,05).
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5.5.2. Analise da morfologia celular de células submetidas a

tratamento com SPGP

As andlises morfoldgicas foram realizadas com auxilio de uma camera fotografica
digital acoplada a microscépio optico (MO), onde as células foram visualizadas e

fotografadas.

As alteragdes sofridas pelas células RT2, CAE e T98, quando submetidas ao tratamento

com SPB e SPGP podem ser observadas nas FIG. 37, 38 e 39, respectivamente.

O tratamento de células RT2 e CAE, com a SPGP, causou significativas alteracdes na
morfologia dessas células, as quais foram agravadas com o aumento da concentracio
desta molécula no meio. Células T98 também apresentaram tais alteragcdes, apesar de
sua resisténcia a acdo citotoxica da SPGP. As alteragdes mais aparentes foram a reducéo
do volume citoplasmético, formacdo de vesiculas (ou vactolos) no citoplasma,
irregularidades na membrana plasmética e arredondamento celular. Também foi

observada a formacao de blebs.
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FIG.37: Fotomicrografia optica de células RT2: alteracdes morfolégicas apos 48 horas de
tratamento com SPGP. Imagens adquiridas em Camera fotografica Digital Nikon Coolpix
4500, acoplada ao MO (aumento de 400x). Células tratadas com SPGP sofreram reducdo do
volume celular e apresentaram irregularidades na membrana plasmadtica (indicadas pelos
asteriscos). O tratamento também causou a formacgdo de blebs, os quais estdo indicados pelas

setas pretas.
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FIG.38: Fotomicrografia éptica de células CAE: alteracdes morfolégicas apos 48 horas de
tratamento com SPGP. Imagens adquiridas em Camera fotogrifica Digital Nikon Coolpix
4500, acoplada ao MO (aumento de 400x). Os asteriscos indicam formagao de blebs., enquanto

as setas pretas mostram irregularidades da membrana plasmaética.
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FIG.39: Fotomicrografia éptica de células T98: alteracdes morfolégicas apos 48 horas de
tratamento com SPGP. Imagens adquiridas em Camera fotografica Digital Nikon Coolpix
4500, acoplada ao MO (aumento de 400x). Pode —se observar a formacdo dos blebs (setas
pretas) e irregularidades da membrana plasmdtica (asteriscos), além do crescente

arredondamento celular.
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5.5.3. Analise das alteracoes do DNA cromossomal induzidas pela

SPGP

Como anteriormente mencionado, as andlises de alteragcdes do DNA cromossomal foram

realizadas por meio de coloracdo com DAPL

Para realizacdo dos experimentos células RT2 e CAE foram tratadas com SPGP
respectivamente nas concentragdes de 8,01x10"'"M e 1,01x10™"'M, préximas a DLsg (a
qual foi previamente estabelecida pelos experimentos de citotoxicidade). Células T98
foram tratadas com a maior dose utilizada nos experimentos de citotoxicidade (1,39x10
°M). Células RT2 e CAE, ap6s 48h de tratamento apresentaram condensacdo da
cromatina, fragmentagdo do DNA, e formacdo de corpos apoptéticos (FIG. 40 e 41).
Todas as alteragdes morfoldgicas no DNA cromossomal observadas sdo caracteristicas
do processo de morte celular programada. Em células T98, apds 48 horas de tratamento,
foi possivel visualizar a condensa¢do da cromatina, mas as células ndo apresentaram

formac@o de corpos apoptéticos (FIG.42).
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FIG.40: Analise do DNA cromossomal de células RT2 coradas com DAPI, apés 48
horas de tratamento com SPGP (8,01x10™''M). Células RT2 coradas com DAPI, apos
48 horas de tratamento com SPGP. A) aumento de 200x; B) aumento de 400x. Setas

finas indicam condensacdo da cromatina e setas grossas indicam corpos apoptéticos.
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FIG.41: Analise do DNA cromossomal de células CAE coradas com DAPI, apés 48
horas de tratamento com SPGP (1,01x10'11M). A) aumento de 200x; B) aumento de
400x. Setas finas indicam condensagdo da cromatina e setas grossas indicam corpos

apoptoticos.
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FIG.42: Analise do DNA cromossomal de células T98 coradas com DAPI, apés 48
horas de tratamento com SPGP (1,39x10°M). Nio foi observada a formagdo de
corpos apoptoéticos, apesar da cromatina apresentar pontos de condensagdo (indicados

pelas setas). A) aumento de 200x; B) aumento de 400x.
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5.6. Sintese, avaliacdo da manutenciao da atividade biologica e avaliacdo da
pureza radioquimica da sonda radioativa de SPGP utilizando 21 como

radiotracador

Com o objetivo de avaliar o perfil de biodistribuicdo e a capacidade de interacdo da
SPGP com sitios de células tumorais in vivo, esta enzima foi radiomarcada com 125I, de
forma a se obter uma sonda radioativa. Assim como a radiomarcagao de moléculas com
#™Tc, a radioiodagdo consiste em um processo de marcagio ndo isotopico. Por esse
motivo a reacdo foi realizada de forma a permitir a incorporagdo do radiois6topo apenas
em concentracdes traco, o que reduz possiveis alteracOes estruturais e eleva a

preservacdo da atividade bioldgica da molécula.

Da reacdo de radiomarcagdo, obteve-se uma sonda radioativa de alta atividade

especifica (1,375x1013Bq/mm01) denominada ['*

I]JSPGP, a qual foi avaliada quanto a
sua pureza radioquimica, integridade estrutural e atividade bioldgica. A avaliagdo da
pureza radioquimica por cromatografia em papel Whattman n°l, mostrou que o
rendimento da reacdo foi de 85% e a porcentagem de recuperacdo da ['*IISPGP apos

sua lavagem na resina cromatogriafica DOWEX, foi de 99%.

A integridade estrutural da molécula radiomarcada foi confirmada por cromatografia em
sistema HPLC. Os perfis cromatograficos encontrados foram os mesmos para SPGP
nativa (FIG.43A) e radiomarcada (FIG.43B), sendo ambas eluidas a 48% de ACN, em

um pico simétrico, assim como ocorreu durante o processo de purificacdo desta enzima.
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FIG.43: Controle de qualidade da [125I]SPGP: avaliacao da integridade estrutural. Perfil
cromatografico obtido em Coluna de fase reversa C18 (Supelco, 0,46 x 25cm) equilibrada
com solucdo de 0,1% de TFA em agua. A cromatografia foi desenvolvida usando um
gradiente linear de 0 a 60% de acetonitrila contendo 0,1% de TFA a 23°C, com fluxo de
1,2ml/min. O contetido protéico do eluato foi estimado pela absorbancia a 280nm. A) Perfil da
SPGP nativa. B) Perfil da [125I]SPGP. Ambas as moléculas foram eluidas da coluna com o
mesmo perfil e mesmo tempo de retencdo, o que mostra a integridade estrutural da molécula

radiomarcada.
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A avaliacdo da manutengido da atividade bioldgica da SPGP foi realizado através de
eletroforese em gel de poliacrilamida com substrato protéico (gelatina) copolimerizado
(zimografia), segundo item 5.6. O resultado obtido demonstraram que a e ['*I]SPGP
manteve seu padrdo de migragdo e sua atividade bioldgica, o que permitiu sua utilizacdo nos

experimentos de biodistribui¢io e detecgdo in vivo de sitios tumorais (FIG.44).

FIG.44: Avaliacio da manutencao da atividade biologica da SPGP apés reacio de
radioiodacdo. O zimograma em detalhe mostra a atividade gelatinolitica (A) da SPGP nativa
(5ug) e (B) da ['"®IISPGP (~5ug). O gel mostra que a ['“I]SPGP manteve seu padrio de
migracdo e sua atividade bioldgica, o que permitiu sua utilizagdo nos experimentos de

biodistribui¢ao e detecgdo in vivo de sitios tumorais.

Para verificar a pureza radioquimica da [IZSI]SPGP , foram realizadas analises
comparativas in vivo entre seu perfil de biodistribuicio e o possivel contaminante
gerado na reacdo de radiomarcacio (Na'>1). Para tal, camundongos Swiss fémeas foram
injetados via endovenosa caudal com 16,67x103Bq de [12SI]SPGP e Na'®I e dissecados
para avaliacdo da radioatividade captada em cada 6rgdo. Os resultados sdo apresentados
na FIG.45 e demonstram que ['*I]SPGP e Na'®I apresentam perfis completamente
distintos de biodistribui¢io. Também a elevada captacio de Na'*I pela tireéide, como
mencionado anteriormente, pode ser um indicador da pureza radioquimica, devido a sua
ja estabelecida afinidade por essas moléculas. Nos experimentos, o contaminante foi

consideravelmente captado pela tireGide, o que ndo ocorreu com a ['*I|SPGP. Os dados
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acima expostos confirmam a boa qualidade e a adequacdo deste radiofiarmaco

sintetizados como ferramenta para estudos de biodistribuicdo in vivo.
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FIG.45: Verificaciio in vivo da pureza radioquimica da ["**I]SPGP. Comparacio dos perfis
de biodistribuicio da molécula radiomarcada e do possivel contaminante presente (Na'®1)
apo6s 30 minutos da injeciio. Perfil de biodistribuicdo da ['*I]SPGP e do Na'*I. A distin¢do entre

os perfis de biodistribui¢do dos contaminantes e da molécula radiomarcada confirma sua pureza.

5.7. Determinacdo dos parametros farmacocinéticos e avaliacio da

interacio in vivo da [*IISPGP: Biodistribuicio em animais com Tumor de Ehrlich

Estudos da cinética de biodistribuicdo também foram realizados com a sonda radioativa
['*T]SPGP (Tabela 4). A concentracdo desta molécula no sangue se manteve alta até o
tempo de 360 minutos (5,1410,89%DI/g), se tornando desprezivel apenas 24 horas apds
a injecdo (0,39+0,01%DIl/g). O T;, no sangue foi de 47,88+2,79min, com uma
depuragdo plasmdtica de 0,02mL/min e um volume de distribui¢do de 0,25mlL/g. No

11SPGP apresentou-se em concentracdo significativa somente

coragdo e no figado, a [
no tempo de 1 min, com subseqiiente reducdo em seus niveis. A baixa captacdo
encontrada no cérebro e cerebelo indica que a SPGP, bem como a SPB, nao é capaz de
atravessar a barreira hematoencefélica, provavelmente nio exercendo agdo direta sobre

125I]SPGP nos rins, com pico de

o Sistema Nervoso Central. Houve um actmulo de [
captacdo no tempo de 30 minutos apds injecdo (30,23+6,69%DI/g), o que sugere que,

assim com a SPB, a SPGP ¢ preferencialmente excretada por esse 6rgdo. Apesar da alta
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captagdo renal, 24 horas ap6s a injecdo a ['*I]SPGP j4 havia sido quase completamente

eliminada  (0,43%0,15%DV/g). Diferentemente da SPB, a ['*I|SPGP foi

significativamente captada pelos 0ssos, e pancreas.

A FIG.46 mostra a comparagdo da concentra¢io da ['*I|SPGP na pata implantada com
tumor de Ehrlich e na pata contralateral normal. Ao contririo da peconha bruta, a SPGP
foi significativamente captada pelo tumor ja no tempo de 10 minutos apds a injecdo
(Pata com tumor: 2,43%+0,32%DI/g; Pata normal: 1,3910,09%DI/g). Além disso, a
concentracdo de ['*I]SPGP no tumor se manteve estivel até 360 minutos apds a
injecdo, e mesmo apds 24 horas, uma concentracio significativa da ['*T]SPGP ainda

permanecia no tumor (0,6810,1%DI/g).

Tabela 4: Cinética da biodistribuiciio da ['*I]SPGP (%DV/g), injetada via endovenosa, em

animais com tumor de Ehrlich. (n=4; p<0,05).

Tempo apos a injecdo
Orgao 1 min. 10min. 30min. 60min. 180min. 360min.  1440min.
Sangue 1629+3,99 11,74£2,58 8,92+ 1,31 5974255 5,5240,98  5,14+0,89 0,39+0,01
Tireéide 0,0240,00  0,0120,01  0,21#0,01  0,27+0,13  0,1540,12  0,10£0,01 0,09+0,01
Coragiio 2,1620,68  0,3340,06 0,1940,1  02840,14 0,30%0,16  0,1530,02 0,046+0,01
Pulmio 224+41,03  0,6240,03  0,0840,01  0,0940,03  0,10£0,01  0,33+0,15 0,1740,02
Figado 1,8540,163 0,2240,01  0,1120,03  0,2440,09  0,53%0,048 0,07+0,04 0,05+0,01
Baco 0,8440,12  1,0120,16  0,5940,16  0,79+0,13  0,6240,15  0,35%0,08 0,02+0,01
Péancreas 11,4249.6  5,8140,68 2,59+1,41 235+0,61 2,76+1,66  2,30+0,07 0,05+0,01
Rins 2,0240,79  30,2346,69 10,39+2,72 7,7240,45 8,59+1,02  5,03+0,03 0,4340,15
Estomago 0,6740,04  2,8240,05 0,96+0,12  0,88+0,28  0,80+0,30  0,48+0,20 0,0240,01
Intestino 0534026  0,47+0,12  09140,07 0,8740,56  0,5640,08  0,26£0,11 0,02+0,01
Osso 0,60£0,08  15,0943,31 18,2048,30 11,13+7,43 522+142 3,38+125 0,0240,01
Misculo | 0,39+0,08 3,57+1,11  33240,61 3,87+0,31  1,4440,72 1,2640,07 0,01+0,00
Utero/Ovario | 1204049 1284030 0,990,609 241+1,03 0624041 0,60£042  0,050,02
Bexiga 2,06£0,70  2,4740,90  3,71%0,39  3,04+1,018 0,71%0,58  2,20+0,43 0,16+0,02
Cérebro 0,5040,34  0,95+0,48  0,60+0,28  0,25+0,17  0,1620,02  0,3240,12 0,03+0,01
Cerebelo 0,6240,33  0,80+0,28  0,51+0,069 0,72+0,17  0,68+0,31  0,3440,37 0,0420,01
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FIG.46: Comparacio da captacio da ['*I|SPGP, injetada via endovenosa, na pata
implantada com tumor de Ehrlich e na pata sem tumor (pata normal), ao longo do tempo.
A concentragdo da ['*T]SPGP na regido tumoral foi significativamente maior que na pata sem

tumor, ap6s 10, 30, 60, 180 e 1440 minutos apés a injecio endovenosa caudal de 16,67x10°Bq

da SPGP radiomarcada (n=4; *p<0,05).

211SPGP presente no tumor e

IA Tabela 5 apresenta a propor¢ao entre a quantidade de [
aquela presente no sangue e Orgdos adjacentes ao tumor, 24 horas apds a injecdo
endovenosa. As proporcdes sdo suficientemente altas para evitar a interferéncia de
tecidos adjacentes na deteccdo tumoral, indicando que a molécula radiomarcada possui

potencial para ser utilizada como molde para novos radiofdrmacos.

Tabela 5: Proporcao entre a concentracio de ["**IISPGP no tumor e érgios adjacentes, 24

horas apés injecao endovenosa caudal

Tumor/Pata normal Tumor/Sangue Tumor/misculo Tumor/Osso

Proporcao 12,81+£0,15 1,8340,01 67,69+0,11 33,85+0,22

Ap6s verificacdo da capacidade de ligacdo da ['"*IISPGP ao sitio tumoral in vivo,
quando administrada por via intravenosa, foram realizados estudos de biodistribui¢do

com injecdes administradas por via intratumoral, de forma a avaliar possiveis alteracdes
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no perfil de biodistribuicdo e/ou interacdo com o tumor. Foram avaliados os tempos 10,
30 e 60 minutos pds-injecao. Os resultados da cinética de biodistribui¢do sdo mostrados

na Tabela 6.

A via intratumoral alterou o perfil de biodistribuicdo da ['*T]SPGP, o que pode ser
explicado pela alteracdo da biodisponibilidade desta molécula. Na via intravenosa,
100% da molécula administrada entra imediatamente na corrente sanguinea e fica
disponivel para distribui¢do pelos 6rgaos, enquanto na via intratumoral somente o que é

extraido da regido da aplicag@o se encontra disponivel para distribuicao.

Tabela 6: Cinética da biodistribuicao da [125I]SPGP (% DV/g), injetada via intratumoral,

em animais com tumor de Ehrlich (n=2; p<0,05).

Tempo apos a injecdo

Orgao 10 min 30min 60 min
Sangue 3,6840,28 8361075  16,04%5,13
Tiredide 0,3240,18  542+1,93  1,08+0,94
Coracio 045+0,15 2214121  1,65+0,60
Pulmio 0314020  2,68+123  2,44+0,01
Figado 0,5740,52 1274036  2,61+1,66
Baco 3,19402,17  1,4740,97  1,07+0,49
Pancreas 0,15+0,01 0,01£0,00 0,0+0,0
Rins 0,669+0,087 1,97+0,36  2,5620,59
Estémago 1,7941,51  529+0,80 7,0743,15
Intestino 0484022 0524041  0,63%0,11
Osso 0,1940,06  0,3040,20  0,960,75
Miisculo 0,08£0,02  025+0,17  0,3040,05
Utero/Ovirio | 005004 0,120,016 0,410,15
Bexiga 0,4040,03 0314026  0,51+0,15
Cérebro 0,06£0,02  0,1240,02  0,25+0,06
Cerebelo 0,1240,04  045+0,04  0,2840,05

A concentragdo da ['*I]SPGP no sangue aumentou com o tempo, chegando a

16,0415,13%DI/g no tempo de 60 minutos apds a injecdo. Também foram aumentadas
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as concentragdes desta molécula quando comparadas aos valores da biodistribui¢do via
intravenosa, no coracido e pulmdo. A captacdo renal foi significativamente reduzida,
passando de 10,39+2,72%DI/g na via intravenosa para 2,5610,59%DIl/g na
administracdo intratumoral, no tempo de 60 minutos. Também a captag@o nos ossos foi
drasticamente reduzida de 18,20%8,30%DI/g (via intravenosa) para 0,96%0,75%DI/g
(via intratumoral), no tempo de 60 minutos apds a injecdo. A alteracio da via de
administracdo foi capaz de elevar os niveis de ['*1]SPGP na regido tumoral e retardar a
saida desta molécula do tumor, como mostra a FIG.47. Mesmo ap6s 60 minutos da

injecdo, 75,50+£10,54%DI/g do radiofdrmaco permanecia no tumor.

Para avaliar se essa permanéncia se devia simplesmente a aplicacdo local da molécula,
ou se havia uma afinidade real pelo tumor, animais com tumor de Ehrlich foram
injetados via intratumoral com o possivel contaminante do radiofirmaco: o Na'®L. A
FIG.48 mostra a comparagdo da concentracdo da ['*I]SPGP e do Na'*I na pata com
tumor de Ehrlich, ap6s 10, 30 e 60 minutos da inje¢éo intratumoral. A concentracio de
Na'®I no tumor diminui consideravelmente ao longo do tempo enquanto a ['*IISPGP

permanece na regido tumoral.
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FIG.47: Comparacio da captaciao de ['*IISPGP na pata implantada com tumor de
Ehrlich e na pata sem tumor (pata normal), quando administrada por via intratumoral. A

concentracio da ['I|SPGP na regido tumoral foi significativamente maior que na pata sem
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tumor, em todos os tempos pés-injecio analisados, apés injecdo intratumoral de 16,67x10°Bq da

SPGP radiomarcada (n=2; *p<0,05).
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FIG.48: Comparacao da captacio de ['*IISPGP e do Na'*I na pata com tumor de
Ehrlich, apés injecdio intratumoral. A concentracio de Na'*’I na regido tumoral diminui
consideravelmente ao longo do tempo enquanto a ['*I]SPGP permanece na regido tumoral.

(n=2; *p<0,05).

A inje¢do intraplantar de células de tumor ascitico de Ehrlich e o crescimento tumoral
ao longo dos dias pds-implante obstruem vasos sanguineos e levam ao aparecimento de
edema na regido do tumor. Desta forma para verificar a especificidade de uma nova
droga pelas células tumorais € preciso garantir que ela ndo se mantenha na regido do
tumor devido ao edema gerado por ele. Simulacdes em modelos animais com edema
também permitem o estudo da detec¢do diferencial entre sitios tumorais e sitios
inflamatorios, o que € importante no caso do desenvolvimento de novas drogas para

diagnéstico por imagem.

Para verificar se a permanéncia da SPGP na regido tumoral, quando injetada por via
intratumoral, se devia a sua especificidade pelas células tumorais ou ao edema, foram
realizados estudos de biodistribui¢do da ['*I]SPGP em animais com edema, injetados

via intraedema.
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Os resultados demonstraram que a concentragio da ['*I|SPGP diminui
consideravelmente ao longo do tempo no edema, enquanto permaneceu estivel na
regido do tumor, o que indica o potencial uso desta molécula para detec¢do diferencial

de sitios tumorais (FIG.49).
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FIG.49: Comparacao da captacio de ["*IISPGP na pata com edema e na pata com tumor
de Ehrlich, com injecoes administradas por via intraedema e intratumeoral. A concentragdo
de ["*I|SPGP diminui consideravelmente ao longo do tempo na regido do edema enquanto

permaneceu estdvel na regido tumoral. (n=2; *p<0,05).

5.8. Avaliacao da toxicidade aguda da SPB e SPGP produzida pela dose

administrada para experimentos de biodistribuicao

Para avaliar os possiveis efeitos toxicos da administracio da SPB e da SPGP ao
organismo, foram realizados estudos hematolégicos e histopatoldgicos, em
camundongos injetados via endovenosa com uma dose de SPB e SPGP dez vezes maior
que a dose utilizada nos experimentos de biodistribuicdo (3ug de SPB e 0,3ug de

SPGP).

As anélise hematoldgicas foram realizadas através de hemograma e das amostras foram

avaliados o contetdo de Proteina Plasmadticas Totais (PPT), a concentracdo de hemadcias
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e os indices hematimétricos: seu tamanho (VCM- volume corpuscular médio), cor
(HCM- hemoglobina corpuscular média e CHCM- concentragdo de hemoglobina
corpuscular média) e variagdes de didmetro (RDW — cell distribution width), todos
parametros relacionados a presenca de anemia. Também foram dosadas hemoglobina,
leucécitos totais, mieldcitos, metamieldcitos, neutrofilos bastonetes, neutrofilos

segmentados, eosinéfilos, baséfilos, linfécitos e mondcitos.

A Tabela 7 trds os valores de referéncia dos parimetros avaliados no eritograma e

leucograma, para um camundongo adulto (Jain, 1993).

Tabela 7: Valores de referéncia em analises hematolégicas de camundongos adultos.

ERITOGRAMA
Hemoglobina (g/dL) 10,1 — 16,1
Hemicias (x10°céls/uL) 6,5 10,1
VCM (fL) 42,3-559
CHCM (g/dL) 29,5-35,1
HCM (g/dL) 13,7-18,1
RDW (%) 11-16

LEUCOGRAMA (céls/uL)

Leucdcitos totais 2610 — 10050
Mieldcitos 0
Metamieldcitos 0
Neutrdfilos bastonetes 0
Neutréfilos segmentados 400 — 2000
Eosindfilos 0-170
Basofilos Raros
Linfécitos 1270 - 8440
Mondcitos 0-290

As andlises realizadas mostraram que o nimero, a forma e a cor das hemdicias
permaneceram normais apds o tratamento com SPB e SPGP, assim como as

concentragdes de hemoglobina e demonstraram que a administragdo destas substancias
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ndo gerou anemia, hemolise ou eritrocitose (reducdo no niimero de hemadcias). Os

resultados sdo mostrados na FIG.50.
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FIG.50: Analise das altera¢oes hematologicas, nas células da série vermelha, geradas pela
administracio de SPB e SPGP, em uma dose 10 vezes maior que a dose utilizada em

experimentos de biodistribuicio. (A) Contagem de hemécias dos animais controle e tratados
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com SPB e SPGP. (B) Concentra¢do da hemoglobina nas amostras analisadas. (C) Valores dos
indices hematimétricos. Nenhum dos parimetros avaliados foi significativamente
alterado pelos tratamentos com SPB e SPGP. (n=3) (p<0,05).

Os niveis de leucdcitos totais, mondcitos e linfécitos apresentaram-se normais tanto no
grupo controle quanto nos animais tratados com SPB e SPGP (FIG.51A). Também o
nimero de neutrdfilos segmentados se manteve dentro dos niveis normais estabelecidos
para camundongos (400-2000), e ndo foram encontrados mieldcitos, metamieldcitos e
neutréfilos bastonetes. A auséncia destas células na circulagdo sanguinea e a
manutengdo do niimero global de leucdcitos, mondcitos e linfocitos sdo um indicativo
de que ndo houve efeitos toxicos depressores na medula éssea, nem o desencadeamento
de mecanismos de defesa. Eosindfilos e basodfilos, responsaveis pelas reacdes alérgicas,

também nio foram evidenciados em nenhuma das amostras avaliadas (FIG.51B).
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FIG.51: Analise das alteracoes hematologicas, nas células da série branca, geradas pela
administracao de SPB e SPGP, em uma dose 10 vezes maior que a dose utilizada em
experimentos de biodistribuicio. (A) Contagem do nimero de leucécitos totais, mondcitos e

linfécitos dos animais controle e tratados com SPB e SPGP. (B) Contagem de mieldcitos,
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metamieldcitos, neutréfilos bastonetes, neutréfilos segmentados, eosindfilos e basofilos.
Os niveis de totds os tipos celulares avaliados permaneceu normal nos grupos
tratados.(n=3) (p<0,05).

A FIG.52 tras os valores de PPT (FIG.54A) e plaquetas (FIG.54B), e demonstra que o
tratamento dos animais com SPB e SPGP ndo alterou os indices de PPT nem reduziu

significativamente o nimero de plaquetas encontradas no sangue.
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FIG.52: Analise das Proteinas Plasmaticas Totais (PPT) e plaquetas em animais tratados

com SPB e SPGP. O tratamento ndo alterou as concentracdes de PPT e plaquetas no

sangue dos animais. (n=3) (p<0,05).

As andlises histolégicas dos 6rgdos de camundongos injetados com 3ug de SPB e 0,3ug

de SPGP realizadas mostraram que nenhuma alteracdo histopatoldgica aparente foi
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encontrada nos rins, figado, cérebro e coragdo, em ambos os tratamentos (FIG.53 e 54).
O pulmdo de todos os animais, inclusive controle, apresentou leve dilatagdo dos
alvéolos pulmonares, indicando um inicio de enfisema pulmonar. Como esta alteracdao
ocorreu também no grupo de camundongos controle € possivel que seja resultado de

estresse, ou mesmo da forma de sacrificio empregada (FIG.55).

FIG.53: Fotomicrografia do rim, figado, cérebro e coracio de um animal representativo
do grupo tratado com 3ug de SPB, por 24 horas. Ndo foi observada nenhuma alteragio
morfolégica aparente nos 6rgéos avaliados. Colorag¢do H.E. Foto adquirida em MO, aumento de
200x.
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FIG.54: Fotomicrografia do rim, figado, cérebro e coracdo de um animal representativo
do grupo tratado com 0,3ug de SPGP, por 24 horas. Nao foi observada nenhuma altera¢éo
morfoldgica aparente nos érgaos avaliados. Coloragdo H.E. Foto adquirida em MO, aumento de
200x.
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FIG.55: Fotomicrografia do pulmio de animais representativos dos grupos A) Controle,
B) tratado com 3ug de SPB, C) tratado com 0,3 ug de SPGP por, por 24 horas. Em todos os
grupos foi observada a presenca de leve dilatagdo dos alvéolos pulmonares. Colora¢do H.E.

Foto adquirida em MO, aumento de 200x.
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6. DISCUSSAO

137



6. DISCUSSAO

O céancer € a segunda causa de morte na maioria dos paises do mundo, ficando atrds
apenas das mortes por problemas cardiovasculares. A Organizacdo Mundial de Sadde
estima que 12,5% de todas as mortes no mundo sejam conseqiiéncia do cancer, sendo

mais de 11 milhdes de novos casos descobertos todos os anos.

Para que o tratamento seja eficiente, é crucial que o diagnéstico seja realizado ainda nos
estdgios iniciais da doenga. Mas apesar dos esforgos atuais para reducdo dos casos fatais
de cancer, a falta de farmacos capazes de detectar pequenas regides potencialmente
neopldsicas e a inespecificidade dos quimioterdpicos disponiveis levam a maioria dos
casos da doenca a serem diagnosticados em estagios tardios, o que reduz as chances de

cura total (OMS, 2006; Reubi et al., 2007).

Uma droga eficiente no tratamento de tumores deve ser citotoxica para as células
tumorais, sem causar danos excessivos as células normais (Vorherr, 1984). Tem sido
um desafio para fisicos, quimicos e bidlogos identificar e sintetizar essa molécula tnica,
capaz de localizar e combater especifica e seletivamente células tumorais, ainda nos

estdgios iniciais de desenvolvimento.

Pesquisas realizadas com pegonhas animais (tais como de serpentes, aranhas, abelhas e
escorpides) tém demonstrado que essas substancias possuem alta toxicidade para células
tumorais e baixa toxicidade sobre culturas de tecidos normais (Balasubashini et al.,
2006). Diversos autores tém reportado ainda que a administracdo de doses subletais de
peconha em camundongos implantados com tumor € capaz de reduzir o crescimento
tumoral sem gerar danos aos tecidos normais. Geralmente tal atividade estd associada a

porcdo protéica destas peconhas (Mayer, 1999; Abu-Sinna et al., 2003).

Enquanto peconhas de animais terrestres t€m sido bastante exploradas, os peixes
venenosos tém sido ignorados nas pesquisas pela busca de substincias com potencial
terapéutico (Smith & Wheeler, 2006). Na verdade, menos de 8% das toxinas estudadas
pertencem a peixes venenosos (Church & Hodgson, 2002). Essa deficiéncia € em parte

devida a falta de estimativas reais do nimero e diversidade das espécies de peixes
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venenosos, e em parte devida a dificuldade de captura destes animais para obten¢do das

peconhas (Haddad Jr. et al., 2003).

O peixe-escorpido Scorpaena plumieri é o peixe mais venenoso do Oceano Atlantico.
Ele pertence & familia Scorpaenidae, a qual é inclui os peixes-pedra (Synanceia
verrucosa) e os peixes-ledo (Pterois volitans), entre outros (Church & Hodgson, 2002;
Carrijo et al., 2005). O veneno dos Scorpaenidae contém uma mistura de proteinas, em
sua maioria consideradas ldbeis, e geralmente apresentam propriedades fisio-
farmacoldgicas em comum tais como hipotensdo, hemolise e citotoxicidade (Aunstin et
al. 1961; Carrijo et al., 2005). Quase ndo existem informacdes sobre as propriedades
farmacoldgicas e terapéuticas da peconha do peixe-escorpido uma vez que a maior parte
dos estudos com peconhas de peixe tém se concentrado nos peixes-ledo (Pterois
volitans) e peixes-pedra (Garnier et al., 1995). Na verdade, os dados descritos na
literatura para S. plumieri sdo limitados ao estudo clinico e epidemioldgico dos
envenenamentos (Haddad Jr. er al., 2003), a uma caracterizacdo inicial das propriedades
bioldgicas de sua peconha e a purificagdo de uma enzima com atividade gelatinolitica a

partir desta peconha (Carrijo et al., 2005).

Desta forma, o presente estudo representa uma investigacdo pioneira das possiveis
propriedades antitumorais desta peconha, bem como da unica enzima purifica a partir
dela. Também a radiomarcacdo e biodistribui¢do destas substancias, bem como a
avaliacdo de seu potencial uso na detec¢do in vivo de tumores foram estudados pela

primeira vez neste trabalho.

6.1. Avaliacao da citotoxicidade in vitro da SPB e SPGP

Culturas de células tumorais tém se mostrado um excelente modelo para
desenvolvimento de experimentos in vitro que objetivem avaliar alteracdes de
crescimento e proliferacdo celular, bem como estabelecer os mecanismos pelos quais

ocorrem tais alteragcdes (Correa et al., 2002).

Atividade antitumoral in vitro de pegonhas de peixe foi anteriormente relatada para o

peixe-ledo Pterois volitans, a qual induz apoptose seletivamente em células de cancer.
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Os experimentos de citotoxicidade mostraram que a SPB foi significativamente mais
citotoxica para células RT2 e CAE que para células T98. O mesmo ocorreu para SPGP,
a qual foi menos citotoxica para células T98. Apesar disso, os valores de DLsg
mostraram que esse polipeptideo foi significativamente mais citotoxico que a cisplatina,
um agente quimioterdpico clinicamente utilizado para o tratamento de tumores. A
Tabela 8 trds uma comparagdo dos valores de DLsg obtidos para essas duas substancias e

para cisplatina.

Tabela 8: Comparacao dos valores de DL50 em células RT, CAE e T98 quando
tratadas com SPB, SPGP e cisplatina

Linhagem Valor da DLs,
SPB (ug/mL) SPGP (Molar) Cisplatina (Molar)
RT2 3,90£0,98 8,80x10"%42,94x10™"*  1,65x10° +0,14x10”
CAE 14,05+2,95 1,22x10"'46,56x10"*  5,12x107%1,33x10”
T98 > 125 >1,39x10” 531x10°+1,94x10°°

Virios autores t€m relatado que peptideos de peconhas animais tém demonstrado em
experimentos in vitro, que desempenham importantes papéis na regulacio de diversos
tipos de cancer, sugerindo que o tratamento em longo prazo, com o peptideo adequado,
ou moléculas andlogas, podem reduzir, ou mesmo bloquear o crescimento tumoral
(Reubi er al, 2007). Balasubashini et al., (2006), relataram a atividade antitumoral de
um peptideo purificado da pegonha do peixe-ledo Pterois volitans, o qual foi capaz de
reduzir o crescimento tumoral in vivo em camundongos implantados com tumor ascitico

de Ehrlich.

O acompanhamento das alteracdes morfoldgicas nas linhagens celulares pelo tratamento
com SPB e SPGP,e os experimentos de coloracdo com DAPI evidenciaram alteracdes
observadas quando a agfo citotoxica do tratamento desencadeia a morte células por
apoptose. Mesmo na linhagem celular mais resistente aos tratamentos, a T98, foi

possivel tais alteragdes morfoldgicas, mas com menor intensidade.
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Wang & Ji (2005) em seus trabalhos com a peconha bruta do escorpido Buthus
martensii relatou apoptose em células de glioblastoma murino, apds tratamento das
células com 10 pg/mL desta pegonha. A apoptose foi observada por coloracdo com
DAPI, e ap6s 40 horas de tratamento, 63,08% das células estavam em processo de
apoptose. Também Debnath e colaboradores (2007) relataram que a pegonha da
serpente Naja kaouthia induziu alteragcdes morfoldgicas caracteristicas da apoptose em
células de CAE. A peconha do escorpido branco Heterometrus bengalensis foi
citotoxica e apoptogé€nica para células humanas leucémicas, com uma DLs, de
41,5ug/mL para células U937 e 88,3 pug/mL para células K562 (apds 48 horas de
tratamento) (Gupta et al., 2007).

A SPGP é uma enzima proteolitica, com atividade sobre substrato de gelatina, a qual foi
caracterizada como uma metaloprotease. As metaloproteases contém em sua estrutura
um fon importante para sua atividade catalitica (Rawlings & Barrett, 1995), e dentro
desta familia estdo incluidas as gelatinases, as quais sdo metaloendopeptidases
especificas para a gelatina, atuam em pH neutro e t€ém pouca atividade sobre outros
substratos, como a caseina e a hemoglobina (Almeida, 2000). A capacidade de
metaloproteases de desencadear o processo de morte celular por apoptose ja foi
anteriormente descrito. A haliase, uma metaloprotease isolada do veneno da cobra
Gloydius halys induz apoptose em células endoteliais. Ela é capaz de hidrolisar
componentes da matriz extracelular tais como fibronectina e coldgeno, como também
impede a interacdo de diferentes integrinas com a matriz. O mecanismo elucidado para
acdo de tal enzima deixa clara sua estreita relagdo coma ativagdo da caspase-3 e uma
reducdo nos niveis de Bcl2 e Bax, uma cascata que leva a apoptose através da ativagio
da via extrinseca (You et al., 2003). Trummal et al. (2005), também isolaram da
peconha da cobra Vipera labetina uma metaloprotease indutora de apoptose. Essa
molécula mostrou a capacidade de desencadear a apoptose em células endoteliais

HUVEC. O mecanismo de acdo pelo qual ocorre ainda precisa ser estudado.

Durante os ultimos 15 anos, o interesse da ciéncia clinica e bdsica na influéncia da
morte celular programada sobre a sensibilidade de tumores tem crescido
dramaticamente (Brown & Wouters, 1999). Atualmente se aceita que a morte celular
ap6s danos no DNA por agentes anticancer é primariamente resultado da apoptose, e

que células que por algum motivo sdo capazes de eviti-la se tornam resistentes. A
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necessidade da presenca do gene P53 selvagem para o desencadeamento da apoptose
ap6s danos genotdxicos por tais agentes, incluindo a radiagdo ionizante e substancias de
origem natural, tem sido claramente demonstrada, principalmente em células

transformadas de roedores (Lowe ef al., 1993; Komarova et al., 1997).

Se o mecanismo de agdo citotéxico da SPB e SPGP ocorre através do desencadeamento
da apoptose, a resisténcia das células T98 e maior sensibilidade de RT2 e CAE a essas
substancias podem estar relacionadas justamente ao status do gene P53 de cada uma
destas linhagens. Células RT2 e CAE possuem o gene p53 selvagem (regulado
normalmente) enquanto células T98 sdo mutantes para tal gene, o que permitiria uma

resisténcia a apoptose nestas células.

Mas, apesar de sua maior resisténcia, as células T98 apresentaram as alteracdes
morfoldgicas caracteristicas do inicio da apoptose. Igney e Krammer (2002),
argumentam que mesmo com todas as evidéncias da necessidade do gene P53 selvagem
para o desencadeamento da apoptose, alguns estudos vém reunindo indica¢des de que
existem rotas alternativas que levam as células a morte por apoptose mesmo quando
elas ndo possuem o gene P53 funcionando corretamente. Esses resultados aparecem
quando as células sdo expostas por maior periodo ou a maiores concentra¢des as drogas
(Brown & Wouters, 1999;). E necessario entio que se realizem novos testes com células
T98, elevando seu tempo de exposicdo a SPB e SPGP, e elevando as concentracdes

destas substancias.

Outros testes devem ser realizados para determinar com maior precisdo o mecanismo
pelo qual se da o efeito citotoxico da SPB e SPGP, tais como citometria de fluxo,

coloracdo com anexina/Pl, testes para deteccdo de caspases, etc.

6.2. Obtencio de sondas radioativa de SPB e SPGP para estudos de

biodistribuicao e imagem

A determinagdo dos parametros farmacocinéticos e da toxicologia s@o aspectos muito
importantes durante a pesquisa para o desenvolvimento de novos farmacos. Estudos de

distribuicdo, concentracdo, fun¢do e localizagdo de uma determinada molécula sdo
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fundamentais para entender seu papel bioldgico e elucidar seus potenciais usos para
tratamento dos mais diversos distirbios. Para realizar tais estudos, utilizam-se versoes
destas moléculas ligadas a uma substéincia capaz de ser localizada. Na maioria das vezes
essa substincia é um atomo radioativo. Os radionuclideos mais utilizados sdo o iodo-

125 e o tecnécio-99m.

Neste trabalho sondas radioativas foram sintetizadas com alta eficiéncia (75-85% de
rendimento) e atividade especifica bastante satisfatdria, (*™Tc]SPB =
0,352X109Bq/mg/ [1251]SPGP = 375x10" Bg/mmol) na mesma ordem de grandeza de
moléculas radiomarcadas comerciais. Apds as reagdes de sintese tanto a SPB quanto a
SPGP continuaram biologicamente ativas, o que permitiu sua utilizacdo nos

experimentos de biodistribuicio

A administracio de doses dez vezes maiores que as doses utilizadas nos experimentos
de biodistribuicdo ndo gerou alteracdes hematoldgicas significativas e nem alteracdes
morfoldgicas visiveis. O aparecimento de uma dilatacdo dos alvéolos pulmonares pode
ser uma conseqiiéncia do método de sacrificio empregado e uma acdo das substincias
injetadas, uma vez que o controle também apresentou tal alteracdo. Segundo Mclnnes
(2005), as alteragdes morfoldgicas observadas ao microscépio nem sempre estio
relacionadas a uma patologia tecidual. Os métodos de sacrificio, bem como as
condicdes anteriores a morte dos animais pode gerar tais alteracdes, as quais ndo sdo
conseqiiéncia direta da administracio de uma droga O aparecimento de dilatacdo
alveolar geralmente estd relacionado a algum tipo de estresse no momento do sacrificio.
A guilhotina foi escolhida como método de sacrificio por ser rdpida, ndo gerar
alteracdes nos pardmetros hematoldgicos e permitir precisdo nos tempos de sacrificio
em experimentos de cinética de biodistribui¢do. Outros métodos de sacrificio, tais como
doses elevadas de anestésicos, também podem gerar alteragdes hematoldgicas e
teciduais, irritacdo das vias aéreas entre outros, o que pode ocasionar o aparecimento de
resultados semelhantes ao encontrados neste trabalho.

A sonda radioativa [*™

Tc]SPB foi mais citotdxica para células RT2 que a SPB nativa,
sendo a menor concentragdo testada (0,5ug/mL) citotoxica para 77,75+2,08% das
células. Segundo Salvajoli et al. (1999), além dos tratamentos antineopldsicos

tradicionais, como a cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia, uma das grandes
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estratégias terapéuticas contra tumores € a utilizagdo combinada de radiacdo com uma
molécula quimioterdpica capaz de elevar a sensibilidade das células & radiacdo. Estes
dados podem indicar que a SPB possui potencial radiossensibilizador sobre células

RT2.

Para avaliar o perfil de biodistribuicdo e a capacidade de interagdo com tumores in vivo,
a [99mTc]SPGP ea [1251]SPGP foram administradas via endovenosa em animais com
tumor de Ehrlich. Este modelo animal € bastante utilizado na oncologia experimental,
pois permite o conhecimento prévio da quantidade e caracteristicas iniciais das células
tumorais inoculadas, e possui um desenvolvimento rapido, o que diminui os tempos de

estudo (Da Silva et al., 2004).

O estudo da cinética de biodistribuicdo da SPB mostrou que esta pegonha possui rapida
depuragdo plasmética (0,02mL/min com um T, de 6,31+0,41min), o que é uma
caracteristica favoravel para aquisicdo de imagem, uma vez que baixas concentracdes
sanguineas da molécula reduzem o background nas imagens. A captagdo da [*™Tc]SPB
no figado e rins indica que estes 6rgdo sdo os responsdveis pela metabolizacdo e
excrecdo desta molécula, e a baixa captagdo no cérebro e cerebelo mostram que a SPB

ndo € capaz de ultrapassar a barreira hematoencefalica.

Os dados mostraram que a SPGP ¢é preferencialmente excretada pelos rins, € ndo é

significativamente captada pelo cérebro e cerebelo.

Os dados da biodistribuicdo mostraram que as moléculas testadas ndo foram capazes de
atravessar significativamente a barreira hematoencefdlica, o que seria um problema
durante a administracdo endovenosa destas moléculas em modelos de tumores cerebrais.
Entretanto, segundo Wrensch et al. (2002), grande parte das moléculas sdo capazes de
atravessar a barreira quando ocorrem grandes distirbios cerebrais, tais como o
estabelecimento de tumores da glia, como gliobastomas. Desta forma os dados obtidos

ndo impedem futuros estudos em modelos animais com tumores cerebrais.

O processo de radiomarcacgéo por iodinagéo direta de residuos de tirosinas em proteinas
gera estruturas semelhantes a tiroxinas, as quais sdo facilmente desalogenadas no

organismo. Desta forma, proteinas radiomarcadas pelo método direto freqiientemente
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sofrem desalogenacdes e liberam iodo no organismo, o qual se acumula na tire6ide e no
estdmago (Hulme, 1991). Os resultados da biodistribui¢do mostraram que a [1251]SPGP
é estdvel no organismo, sofrendo baixa desalogenagdo, uma vez que a captacdo nos

6rgaos acima citados foi muito baixa.

A SPGP apresentou uma depuracdo plasmdtica mais lenta que a SPGP (0,217mL/min
com T, de 47,88+2,79min). Apesar disto, apds 24 horas apenas concentracdes
despreziveis foram encontradas no sangue. O '''In-DTPA-Octreotideo, um anilogo
sintético da somatostatina amplamente utilizado para deteccio de tumores
neuroenddcrinos, possui clearance sanguineo ainda mais lento, e as imagens a partir
deste radiofirmaco sé podem ser obtidas de 4 a 24 horas apds sua administracio

(Knight, 2005).

O volume de distribuicdo da SPB (0,45mL/g) foi maior que o da SPGP (0,25/mL),

indicando que a SPB ¢é mais rdpida e amplamente distribuida para os tecidos.

Também foi observada uma captacio elevada da SPGP nos ossos. Segundo Delaissé et
al. (1992) diversas metaloproteinases participam dos processos de reabsor¢do dssea
através da degradacdo da matriz, e este € um processo continuo no organismo, o que

pode justificar o direcionamento desta molécula para os 0ssos.

Apesar da SPB ndo ter se ligado especificamente ao tumor, a SPGP apresentou
significativa captacdo nesta regido, apresentando-se em altas propor¢des no tumor
mesmo apods 24 horas apds a administracdo. A ligacdo da SPGP ao tecido tumoral, e a
manutengdo desta ligacdo mesmo apds 24 horas, deve ser vista de forma positiva. Isso
permite a detec¢do ap6és a uma reducdo dos niveis da molécula no sangue, 0sso,
musculos e rins, o que reduz o background na imagem e permite uma deteccdo mais

correta dos sitios tumorais.

A administracdo da droga por injecdo direta na regido tumoral tem sido vastamente
estudada na ultima década, mais tem sido pouco utilizada nas clinicas. Em parte, a baixa
utilizacdo desta via se deve a natureza invasiva da administracdo, e a necessidade do
conhecimento da localizagdo do tumor. Mas, estudos de biodistribuicio com drogas

administradas por essa via sdo importantes para determinar altera¢cdes no perfil de
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distribuicdo e captacdo do farmaco, além de avaliar a possibilidade da geracdo de

farmacos de aplicacdo tépica. (Lammers ef al., 2006)

Segundo Shen et al. (2005), a vantagem da administrac¢do intratumoral do radiofdrmaco
¢ que desta forma a radiacdo pode agir mais intensa e localmente, sem que os 6rgios
vizinhos sadios sejam significativamente irradiados. Esse mesmo autor, em testes com a
TM-601, um peptideo derivado da pegonha do escorpido Leiurus quinquestriatus,
administrou a toxina via intracranial, visando detectar e tratar um glioma maligno. A
alteracdo da via de injecdo elevou a qualidade da imagem adquirida e reduziu a
concentragcdo da toxina nos demais 6rgios, o que conseqiientemente diminuiu os efeitos

colaterais grados pela TM-601.

Também para a SPGP, a administragdo intratumoral elevou os niveis da molécula no
tumor e seu tempo de residéncia, além de reduzir a exposicdo dos outros Orgdos a
radiacdo (devida a menor captagcdo pelos mesmos). As biodistribuicdes realizadas com
Na'®T mostraram que o iodo ndo permanece em altas concentragdes no tumor, mesmo
quando administrado intratumoralmente. A SPGP também nio permanece no local da
injecdo quando injetada em animais com edema, o que indica uma capacidade de

diferenciar sitios tumorais de inflamatorios.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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7.1. CONCLUSOES

e A peconha do peixe escorpido, SPB, bem como a enzima purificada a partir
desta peconha, possuem atividade antitumoral contra células de tumores
cerebrais e carcinoma de mama murino;

¢ A SPGP foi mais citotdxica para as linhagens celulares testadas que a cisplatina,
o controle positivo de citotoxicidade utilizado;

e (Células RT2 sao mais sensiveis a SPB e SPGP que células CAE e T98;

e (Células T98 sdo mais resistentes que células RT2 e CAE, para ambas as
substincias testadas;

¢ SPB e SPGP possivelmente desencadeiam morte celular por apoptose;

e Uma sonda radioativa de SPB utilizando *™Tc como radiotracador foi
sintetizada com sucesso, alta pureza radioquimica e alta atividade especifica;

e Uma sonda radioativa de SPGP utilizando '*I como radiotracador foi sintetizada
com sucesso, alta pureza radioquimica e alta atividade especifica;

e SPB e SPGP ndo atravessam a barreira hematoencefdlica, nas condi¢des
testadas;

® A SGP se liga muito mais ao tumor de Ehrlich que a SPB in vivo;

e A SPGP permanece em concentracdo significativa na regido tumoral por até 24
horas;

¢ A administragdo intratumoral da SPGP elevou seu tempo de residéncia no tumor
e reduziu a captacdo dos 6rgios de excre¢do, nos tempos observados;

e A SPB e SPGP nido provocaram alteracdes hematoldgicas em camundongos,
mesmo quando administradas em concentracdes dez vezes maiores que as
utilizadas nos experimentos de biodistribuicao;

e Os resultados indicam o potencial da SOB como fonte de moléculas para
desenvolvimento de novos farmacos;

® Os resultados indicam potencial uso da SPGP como molde para

desenvolvimento de novos farmacos para diagnéstico e tratamento de tumores.
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7.2. PERSPECTIVAS

Identificar outras moléculas da SPB envolvidas em sua atividade antitumoral;
Realizar estudos para verificagdo do mecanismo de citotoxicidade da SPB e
SPGP;

Realizar estudos da cinética completa da SPGP administrada via intratumoral;
Realizar novos experimentos de aquisicdo de imagem cintilografica, por
diferentes vias de injecdo, para confirmacdo do potencial uso da SPGP

. 131
radiomarcada com

I para radiodiagnéstico.

Tendo em vista que a [1251]SPGP foi um bom marcador tumoral in vivo, sua
versdo radiomarcada com "'l poderia ser utilizada para radiodiagndstico in vivo
e radioterapia interna. De fato, experimentos preliminares sugerem que a versio
de SPGP radiomarcada com "*'I se mantém ativa apés a reacdo de radiosintese, e
pode ser utilizada para detec¢do em gama-cdmara (conforme pode ser

visualizado no Apéndice B).
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APENDICE A

Radiacdes ionizantes e seus efeitos biologicos

A radiacdo é definida como qualquer processo fisico de emissdo e propagacdo de
energia, seja por intermédio de fendmenos ondulatérios, seja por meio de particulas

dotadas de energia cinética (Cardoso, 2006).

Radiacdo ionizante € a radiag¢do cuja energia € superior a energia de ligacdo dos elétrons
ao atomo. Elas possuem energia suficiente para atravessar a matéria e remover seus
elétrons, gerando atomos e moléculas ionizadas. A radiagdo ionizante pode ser
particulada (particulas alfa, beta e néutrons) ou eletromagnética (radiagdo gama e raios

X), ambas emitidas por nicleos de dtomos instaveis (FIG.1) (Thrall, 2003).

As particulas alfa (o) sdo constituidas por dois prétons e dois neutros, o que caracteriza
um ndcleo de hélio (*,He). Por possuirem carga elétrica e massa, essas particulas ndo
possuem grande poder de penetragdo, podendo ser barradas por uma folha de papel ou
mesmo pela epiderme. Por esse motivo, s6 representam perigo a saude se ingeridas
(Biral, 2002). As particulas beta (B) sdo elétrons emitidos por nicleos atdomicos
instdveis, e podem possuir carga elétrica negativa (f°, o negatron), quando o nicleo
possui excesso de néutrons, ou positiva (B*, o pésitron) quando existe um excesso de
prétons. A particula B € resultado da conversdo de um néutron em um préton, enquanto
particulas B* surgem da conversdo de um préton em um néutron. Por possuirem massa
muito pequena tem poder de penetragdo maior que o das particulas o, mas podem ser
facilmente contidas por alguns centimetros de acrilico ou plastico. Nos tecidos sdo
capazes de penetrar cerca um cm, ocasionando danos a pele mas ndo aos 6rgdos
internos, a ndo ser que sejam ingeridas ou aspiradas. Os raios gama (y) sdo ondas
eletromagnéticas emitidas por nucleos instaveis logo ap6s a emiss@o de uma particula o
ou . Sua emissdo permite o descarte do excesso de energia que ainda persistia no
nucleo, levando o dtomo a um estado estavel. Por ndo possuirem massa ou carga, esses
raios possuem grande poder de penetracdo, sendo parados apenas por grossas barreiras
de concreto ou metal de alto niimero atdmico (FIG.2) (Turner, 1995; Goodhead, 1999;

Thrall, 2003; Andreucci, 2005; Cardoso, 2006; Nouailhetas, 2006).
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estaveis com excesso de energia (radioativos)
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Excesso de energia
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FIG.56: Emissao de particulas e raios gama por nicleos instaveis. Para alcancar a
estabilidade nucleos muito energéticos emitem particulas visando reduzir seu nivel energético.
Quando a emissdo particulada ndo € suficiente, o excesso de energia é descartado na forma de

raios gama. Fonte: Cardoso, 2006.
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FIG.57: Diferentes tipos de emissoes radioativas e seu poder de penetracao. Radiacio Alfu
consiste em um nucleo de hélio e € detida por uma folha de papel. Radiag¢do Beta sdo elétrons, e
¢ detida por uma folha de aluminio. Radiacio Gama e X sdo ondas eletromagnéticas e é

parcialmente absorvida ao penetrar em um material denso. Adaptado de Andreucci, 2005.
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As emissdes de radiacdo por um atomo sdo realizadas ao acaso, ndo sendo possivel
determinar o0 momento em que um nucleo ird decair liberando radiacdo. Apesar disso,
em uma amostra com grande quantidade de dtomos € possivel avaliar a probabilidade de
certo nimero de emissdes ocorrerem em um periodo de tempo. Essa taxa de emissdes é
chamada de atividade (Cardoso, 2006). A unidade padrio da atividade de um
radioisétopo € o Becquerel (Bq), equivalente a um dtomo se desintegrando por segundo
(1Bq = 1dps). Porém, a atividade também pode ser medida em Curie (Ci), onde 1 Ci
equivale a 3,7x 10' dps ou 3,7x 1010Bq (Turner, 1995). Ou seja, a atividade de um
radioisétopo em um dado momento é proporcional ao nimero de 4tomos instiveis

presentes na amostra.

O tempo necessario para que metade dos dtomos de um elemento radioativo se tornem
estaveis é chamado de Tempo de meia vida (T;;). Cada elemento decai a uma
velocidade caracteristica, o que faz com que o T;» seja diferente entre elementos

radioativos (Andreucci, 2005).

A quantificag@o da transferéncia de energia radioativa para o meio € dada pela grandeza
dose absorvida. A unidade usual de dose de radiag@o absorvida é o Gray (Gy), sendo 1
Gy correspondente a absor¢do de 1 Joule de energia por quilograma de tecido. No
entanto, ela também pode ser medida em rads que é equivalente a 0,01Gy (1Gy =

100rads), apesar desta unidade nao estar sendo mais utilizada (Salvajoli, 1999).

Efeitos biologicos da radiacao

As diferentes células e tecidos bioldgicos apresentam sensibilidades diferentes a acdo
das radiacdes. Na verdade, em sistemas bioldgicos, o grau e a velocidade com que
ocorrem os efeitos nocivos da radiacdo ionizante sdo significativamente varidveis, e
dependem do tipo e estidgio do desenvolvimento celular, e da intensidade e taxa de dose
da radiacdo. Em 1959, Bergonie e Tribondeau lancaram o principio de que células com
alta taxa reprodutiva e pouco diferenciadas sdo mais radiossensiveis que células
diferenciadas e de pouca taxa mitdtica (Botelho, 2004). Por exemplo: células tumorais,
que sdo pouco diferenciadas proliferam rapidamente, sdo mais radiossensiveis que
neurdnios, os quais sdo altamente especializados e ndo se dividem. Por esse motivo a

radiagdo ionizante ¢ utilizada como tratamento para o cancer.
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Quando um feixe de radiacdo ionizante interage com uma célula, a transferéncia de
energia aos componentes celulares pode ocorrer diretamente para moléculas
intracelulares tais como lipideos e proteinas, o que caracteriza os efeitos diretos da
radiacdo. A energia também pode ser transferida para moléculas de dgua, causando sua
radidlise e a liberacdo de radicais livres, gerando os efeitos indiretos da radiacdo
(Nouailhetas, 2006). Os radicais livres formados pela hidrdlise da dgua sdo entidades
quimicas altamente reativas (devido a presenca de dtomos cuja tltima camada eletronica
estd incompleta), e podem atuar como agentes oxidantes e redutores, além de formar
peréxidos, e sdo capazes de reagir e alterar estruturas celulares. Na verdade, como a
dgua € o componente principal dos seres vivos, mais de 80% dos danos observados nos
sistemas bioldgicos sdo decorrentes dos efeitos indiretos da radiacdo (Ramalho, 2000;

Botelho, 2004).

Potencialmente, qualquer molécula intracelular pode ser ionizada/excitada e perder sua
funcdo. A transformagdo de uma molécula especifica pela acdo da radiacdo ionizante
gera conseqiiéncias de acordo com a fungdo celular desempenhada por tal molécula.
Proteinas e outras biomoléculas, quando danificadas, podem ser sintetizadas de novo se
a estrutura do DNA estiver integra. Por esse motivo, sdo os danos causados ao material
genético da célula o ponto critico para a sua sobrevivéncia. Danos muito extensos ao
material genético podem impedir a replicagdo celular ou mesmo levar a célula a morte

(Osipov et al., 1996).

A FIG.3 trds um resumo dos mecanismos pelos quais acontecem os danos bioldgicos da
radiacdo ionizante. A radiacdo, por efeito direto ou indireto, pode causar ligacdes
cruzadas intracadeia DNA-DNA e ligagcdbes DNA-proteina, as quais impedem a
replicagdo correta do material genético e podem levar a muta¢des. Também podem
ocorrer danos e perdas de bases nitrogenadas, e neste caso, quando houver replicacio do
material genético, sitios sem base ou com a base danificada impedem a especificacio
correta da base complementar, gerando mutagdes por alteragdes na seqiiéncia de bases
do DNA. Quebras simples ou duplas nas fitas de DNA, que ocasionam a unifo de partes
ndo seqiienciais do DNA e a perda de genes inteiros também sdo comuns em células

submetidas a radiagao.
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FIG.58: Efeitos diretos e indiretos da radiacio ionizante sobre os sistemas bioldgicos.
Efeitos diretos sdo observados quando a radiacdo transfere energia e ioniza diretamente os
componentes celulares. Ja efeitos indiretos ocorrem quando componentes celulares sdo oxidados
ou reduzidos pela ac@o de radicais livres, os quais foram previamente formados pela

transferéncia de energia da radiagc@o para moléculas de 4gua. Fonte: Nouailhetas, 2006.
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APENDICE B

Avaliacao preliminar do potencial uso da [P'TISPGP para radiodiagnéstico

na Medicina Nuclear

Os resultados obtidos nos estudos de biodistribuicdo da [1251]SPGP em animais com
tumor de Ehrlich, demosntraram o potencial da SPGP para deteccdo de sitios tumorais
in vivo, e permitiram a avaliacdo do melhor tempo para captacdo 6tima da molécula

radiomarcada pela regido tumoral.

Uma avaliacdo preliminar do potencial uso da SPGP na deteccdo de tumores por
imagem cintilografica, quando injetado via endovenosa caudal,foi realizado com a

131I]SPGP. A molécula foi radiomarcada com 131I, um radioisétopo

sonda radioativa de [
amplamente utilizado em para diagnéticos por imagem de problemas da Tiredide,

emissor de raios gama na faixa de 365keV, o qual é detectado pela gdma-cara utilizada.

As imagens foram obtidas de 2 animais, nos tempos 30 e 60 minutos apds a injecdo
endovenosa caudal de 6,15MBq de [*']SPGP. Nos tempos pds injecdo acima
determinados os animais foram anestesiados intraperitonealmente por Virboxil®
(cloridrato de xilazina) associado a Francotar® (Quetamina). Apds anestesia os animais
foram posicionados e fixados de forma a garantir a completa imobiliza¢do, o que é
necessdrio para a perfeita aquisicdo da imagem. Imagens ventrais de corpo inteiro foram

adquiridas por 15 minutos em Gama Camara G&E Healthcare Millenium (FIG.55).
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FIG.59: Imagem planar de corpo inteiro de camundongos injetados via
endovenosa com a sonda [13II]SPGP. As areas hipercaptantes s@o o caminho de

excrecdo da molécula. Apenas a pata com tumor foi detectada na cintilografia.
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Effect of SCORPAENA PLUMIERI venom and fractions on murine glioblastoma
cells.

Soprani J.l, Soares M. A.l, Cassoli J. S.2 Figueiredo S.G.3, Santos R.G.!

Lab. Radiobiologia, Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear,
CDTN/CNEN, Minas Gerais, Brazil. 2 Lab. Venenos e Toxinas Animais, ICB, UFMG,
Minas Gerais, Brazil. 3 Depto de Ciéncias Fisiologicas, UFES, Espirito Santo, Brazil.

Animal venoms are source of structural templates for development of new therapeutic
agents against cancer. The aim of this work was to identify and characterize the
antitumoral effect of Scorpaena plumieri venom (SP) and fractions on cultured murine
glioblastoma cells. Glioma cells were sensitive to SP in a dose-dependent way.
Significant reduction in metabolism followed by morphological disturbs (rounded cell
shape and reduction of the cytoplasmic volume) could be observed after treatment by
SP. These cytotoxic effects were time and dose-dependent (ICsp= 3,48ug/mL).
Inhibition of cell adhesion and proliferation could also be observed at concentrations
higher than 10pug/mL. Tests of metabolic viability with the fractions have shown that
the FI, FII, FIV and FVI fractions were equally powerful, reducing the metabolism in
70% at concentration of 10pg/mL. Theses fractions proved to have important kallikrein-
like, edematogenic, hyaluronidase and caseinolytic activity, respectively. These results
are an evidence of the worthy anticancer activity of SP and fractions, and morphological
disturbs of cells treated with SP are suggestive of the apoptosis occurrence. Further
studies are in development in order to characterize the antitumoral mechanisms of
action of the SP venom and its components.

KEY WORDS: scorpionfish, venom, glioblastoma, cytotoxicity
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TITLE: Effect of scorpionfish (SCORPAENA PLUMIERI) venom on cultured
murine glioblastomas cells (RT2).
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ABSTRACT: Animal venoms have been recognized as potential sources of
pharmacological agents and physiological tools. The scorpionfishes (Scorpaena) are the
most venomous fishes in the Atlantic Ocean. There is very little information on the
venom of scorpionfishes whereas studies describing biological properties of fish
venoms have focused mainly on lionfishes. These venoms often contain active
components such as catecholamines, acetylcholine and some enzymatic activities such
as proteolytic hyaluronidases and phosphatases. The effect of Scorpaena plumieri
venom (SP) on tumoral cells has not been studied yet. The aim of this work was to
identify and characterize the antitumoral effect of SP on cultured murine glioblastomas
cells (RT2). RT2 cells were treated with varying concentrations of SP and cytotoxicity
was established using MTT assay. RT2 cells were sensitive to SP in a dose-dependent
way. Low concentrations of SP venom did not modified significantly the metabolism of
RT2 cells, but significant reduction in metabolism could be observed at SP
concentrations higher than Sug/mL (ICs0=16,7ug/mL) followed by morphological
disturbs, such as rounded cell shape and reduction of the cytoplasmic volume. SP
effects on cell adhesion and clonogenicity were also evaluated. Inhibition of cell
adhesion and proliferation could be observed at concentrations higher than 10pg/mL. At
concentration of 100pug/mL the cells were completely lysed. Metalloproteases are
involved in cell-matrix interactions. Since proteolytic activity has been found in many
fish venoms, we evaluated the SP venom proteolytic activity on gelatin by zymography,
in order to shed some light on the mechanisms of its effects. We found that SP venom
presents gelatinolytic activity that could stand, at least partially, for the anti-tumoral
effect of SP.

KEY WORDS: scorpionfish, venom, glioblastoma, metabolism
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BIODISTRIBUTION AND PHARMA COLOGICAL EFFECTS OF
SCORPAENA PLUMIERI VENOM

J. Sopranil, Figueiredo S.G.z, R.G. Santos'
'Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear, Comissdo Nacional de Energia
Nuclear, Belo Horizonte, Brasil, 2 Laboratério de Quimica de Proteinas, Universidade
Federal do Espirito Santo, Vitéria, Brasil. Email: santosr @cdtn.br

The venomous fish Scorpaena plumieri is found along the Brazilian coast, where
provokes a great number of accidents causing severe injuries, characterized by local and
systemic effects such as intense pain, edema, haemorrhagic and cardiovascular
disorders. However, there are few studies on the effects of this venom and clinical
aspects of human envenomation. Our group has worked to unravel the puzzling
molecular components of its venom and their pharmacological effects. In the present
study were evaluated the edematogenic activity of Scorpaena plumieri venom (SP) and
its tissue distribution using a radiotracer as probe. Intraplantar injection of SP in the
hind paw produced an immediate dose-dependent local edema with maximum response
at 30 minutes post injection which correlated with the nociceptive effect. Although
edema decreased after the pick phase, it maintained significant over 24 hours. This
edematogenic effect is associated with an inflammatory response and lymphocyte
recruitment which can be triggered by a cascade of cell signaling pathways involving
proteolytic cleavage of several substrates. The role of SP venom proteolytic activities on
SP induced edema is under investigation. Radiolabeled venom was obtained with high
yield and biological activity preserved, suggesting that **"Tc-SP could be an useful tool
for in vivo studies. Following intravenous injection of 17kBq (0,6ug/mouse) of **™Tc-
SP, it was detected in the kidney (36.21%ID/g of tissue), spleen (1.08 %ID/g), brain
(0.13%ID/g), lung (2.37 %ID/g) and heart (1,42%ID/g). The analysis indicated that SP
is excreted mainly by the kidneys with a slow clearance rate (0.07mL/minute). It has
been shown that SP contains potent enzymatic activities. The significant [*™Tc]SP
uptake by the heart and lungs are in agreement with toxicological data from human
envenomation reporting respiratory distress, tachycardia, intense pain and swelling.
This report presents for the first time the pharmacokinetics and biodistribution profile of
SP and points lung, heart and kidneys as potential targets for SP pharmacological
effects. Although our data shed some light on the toxicology of SP, a lot of work last to
be done to make clear the pharmacological effects of the components of this venom as
well as the role of proteolytic activities in the envenomation symptoms.

Key words: Scorpaena plumieri, radiolabeling, biodistribution, edema
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ABSTRACT

The use of radiotracers in research of animal venom has been scarce, although it allows
an excellent approach to follow the process of biodistribution and kinetics of toxins, and
tissue distribution studies are very important for clinical use. Our group has
demonstrated that Scorpaena plumieri venom (SP) possess high antitumoral activity and
can be a source of template molecules for the development of antitumoral drugs. The
purpose of this study was to radiolabel SP with *"Tc and investigate  its
biodistribution profile. High labeling yield was obtained and the results suggest that
[P Tc]SP can be an useful tool for in vivo studies. The analysis indicated that SP is
excreted manly by the kidneys with a slow clearance rate. The significative [**"Tc]SP
uptake in the heart and lungs may explain, at least partially, the pulmonar edema and
effect cardiac observed by the envenoming.

1. INTRODUTION
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The genus Scorpaena, which includes the scorpionfish (Scorpaena plumieri), has the
most venomous fishes in the Atlantic Ocean. These venoms often contain bioactive
components such as catecholamines, acetylcholine and some enzymatic activities such
as proteolytic, hyaluronidases and phosphatases (Garnier et al., 1996; Church and
Hodgson, 2002).

S. plumieri is commonly called moreia-ati or manganga and is the most venomous and
one of the most abundant fish specie of the Brazilian coast (Haddad et al., 2003). There
is very little information on the bioactivity/pharmacological activity of this fish venom
(Carrijo et al., 2005).

Our group has demonstrated that SP possess high antitumoral activity against malignant
tumours and can be a source of template molecules for the development (design) of
antitumoral drugs (Soprani et al., 2006). Determination of pharmacokinetics parameters
and toxicological evaluation are very important during the research for new
pharmaceuticals.

Technetium-99m (99mTc) has been selected as a radiotracer of choice for several
experimental studies and nuclear medicine procedures. Over 80% of the
radiopharmaceuticals currently being used make use of this short-lived, metastable
radionuclide. The preminence of 9MTe is ascribed to its optimal nuclear properties of a
short half-life (about 6 hours) and a high energy gamma photon emission of 140 keV,
which is suitable for high-efficiency detection and which results in low radiation
exposure (Banerjee et al, 2001).

Here we report the *”™Tc radiolabeling of Scorpaena plumieri (SP) and its utility for
biodistribution study in order to determine pharmacokinetics parameters of this venom,
excretion pathway and evaluate potential target organs for pharmacological and toxic
effects.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Reagents
Unless otherwise noted all chemicals and media were purchased from Sigma (St. Louis,
MO). #™Tc radionuclide was extracted from *’Mo/*"™Tc generator (obtained from
IPEN, Sao Paulo, Brazil), using solvent extraction procedures. All other reagents were
from Sigma Co.
2.2.Venom
Crude SP was obtained from wild specimens of S. plumieri, collected on shallow water
beaches on the coast of the State of Espirito Santo- Brazil. The venom extraction was

carried out according to the batch method, previously described by Schaeffer er al.
(1971).

2.3.Animals
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Adult female Swiss mice (25-30g body weight) were obtained from Central Biotery of
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) and used in the biodistribution studies.
All animals received food and water ad libitum and were kept in a room with natural
light and controlled temperature (25°C).

2.4. SP labeling with *™T¢

Crude venom saline extract was labeled with **™Tc using stannous chloride and sodium
borohydride as reducing agents according to Pauwels et al. (1993). Preliminary studies
were done to establish the optimum conditions for obtaining the highest yield of labeled
venom. Briefly, stannous chloride (2-4 pg) and sodium borohydride (20 pg) were
transferred to a vial containing SP (100ug) for reduction of pertechnetate anions. The
pH was adjusted to 7.5 with sodium hydroxide. Na”™TcO, (3.7MBq) freshly eluted
from a *Mo/”"Tc generator was added to the reaction vial. The mixture was incubated
for 30 min at room temperature under vacuum condition. After this time 500uL of
saline solution were added to reaction vial in order to interrupt the labeling reaction.

2.5. Labeling yield

Radiochemical analyses were performed by the method adapted from United States
Pharmacopeia-USP 21 (United States Pharmacopeia, 1995) using two chromatographic
systems: ascending chromatography in silica gel 60 (Merck) developed in acetone and
descending chromatography in Whatman paper n° 1 developed in saturated sodium
chloride solvent. Any unbound hydrophilic 99mTc—impurities such as *™Tec-
pertechnetate (99mTcO4') migrate to RF 1.0, and [gngc]SP remains at RF 0.0 in ITLC-
SG chromatograms developed in acetone solvent. In paper chromatography developed
in saline solution, [*’™Tc]SP migrates to RF 1.0 whereas any insoluble **™Tc (**"TcO,)
species remain at RF 0.0.

2.6. In vivo assay

For biodistribution studies, female Swiss mice were injected in the tail vein with 17KBq
of [99mTc]SP. Animals were sacrificed after different times post-injection (5, 30, 60,
180, 1280 minutes), blood samples and organs (thyroid, heart, lungs, liver, stomach,
spleen, kidneys, skeletal muscle, brain, cerebellum and tail) were removed and had the
deposited activity measured in an automatic gamma spectrometer (1480 Wizard 3"’
Wallac). The injected dose was adjusted by the subtraction of the radioactivity
remaining in the tail. The data were expressed as percentage uptake of injected dose per
volume/gram of organ (%ID/mL or %ID/g).

3. RESULTS and DISCUSSION

SP labeling yield and the specific radioactivity (27.6MBg/mg [*™Tc]SP) were adequate
indicating that [99mTC]SP could be an useful tool for in vivo biodistribution studies.
Thyroid actively uptakes 9MTcO, can be used as a physiological indicator of the
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preparation radiochemical purity. The low thyroid uptake of [*™Tc]SP confirmed its
good quality.The distribution, metabolism and excretion (DME) of an exogenous
compound in a living organism depends on physicals, chemicals and physiological
factors. These factors remove and dilute the compound from its place of entrance in the
biological system, carry it to different tissues, allow its diffusion or promote its
permeation through cell membrane and finally determine its accumulation, disposition
and excretion.

Kinetic profile of [*™Tc]SP in each organ is depicted in fig. 1 and allows the
identification of the organs that accumulate [*™Tc]SP (Fig. 1). Figure 2 summarize the
kinetics for [*™Tc]SP in different organs. This kind of analysis facilitates the
visualization of the [*”™Tc]SP biodistribution profile during the DME process.

Our results showed that [*™Tc]SP is excreted slowly and preferentially by the kidneys
(the calculated clearance was 0,07mL/minute), but after 24 hours of injection it was
almost completely eliminated (6.32%ID/g). The enzymatic activities present in this
venom and the slow renal clearance also make us to think in a possible nephrotoxic
effect of this venom. Hepatobilliary pathway is also involved in the excretion
mechanism of [99mTC]SP as it can be
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Figure 1: [*™Tc]SP detected on the blood (BLO) and in different organs: heart (HEA),
lungs (LUN), stomach (STC), liver (LIV), spleen (SPL), kidneys (KID), thyroid (THY),
skeletal muscle (MUS), brain (BRA) and cerebellum (CER) at different times.
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Figure 2: [™Tc]SP kinetics behavior in each organs and blood over 24 hours after
intravenous administration. Data were expressed as the percentage of total injected dose

per tissue weight (%ID/g).

seen in Fig 1 and Fig.2. Brain uptake was negligible indicating that this venom can not
pass through the blood brain barrier and probably SP may not has direct central

neurotoxic effect when injected intravenously.
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In spite of slight, lung (2.3%ID/g) and heart (1.4%ID/g) uptake were significant and
sustained high ratio against blood up to 3 hours (Fig. 3). It has been reported that SP
induces acute lung injury by protein passage from the vascular to the alveolar space and
infiltration of macrophages, secretion of cytokines and proteinases with gelatinolytic
activity, but the mechanism of action of these effects remains to be clarified (Boletini et
al., 2006). Colasante et al. (1996) working with Scorpaena fishes reported a
hypotenseve effect of this venom. Andrich, 2005 also reported that S. plumieri venom
have a cardiovascular effect causing reduction of cardiac frequency and arterial blood
pressure.

Lung.-'B|ood Ratio HeartBlood Ratio
2
T 06 B 06
% 2 v——«_a/f__‘ ? i .ﬁ/_J
SE 02 £ 02
2 od . : : , g 04 : : : ;
1 110 100 1000 10000 % 10 100 1000 10000
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Figure 3: Ratio of [*™Tc]SP in lungs and heart against the blood up 180 minutes. The
[*™Tc]SP increases with time in lung and heart when compared with blood percentage.

Considering the enzymatic activities present in SP venom and the sustained uptake
observed on lungs and heart, our data suggest that SP venom may produce some tissue
damage directly on these organs triggering a panel of pharmacological effects such as
vascular permeability disturbances, extravascular proteolytic products leakage,
activation of signaling cascades (chemotaxy, inflammation, clotting alteration, etc.).

4. CONCLUSIONS
These report present for the first time the pharmacokinetics profile of SP venom using a
radiolabeled probe and indicate lung, heart and kidney as the potential targets for
pharmacological effects of this venom. Although our data shed more light on the

toxicology of SP venom a lot of work last to be done to make clear the pharmacological
effects of the components of this venom.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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