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AVALIACAO DA RADIOMARCAGAO DA ANEXINA A5 COM TECNECIO-
99m: INFLUENCIA DO METODO DE MARCACAO NAS
PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS E BIOLOGICAS DO COMPOSTO

Josefina da Silva Santos

RESUMO

Anexina A5 (ANXA5) é uma proteina intracelular humana de 36kDa com
alta afinidade pela fosfatidilserina que é seletivamente externalizada na
superficie de células apoptdticas. A apoptose apresenta um papel
importante na fisiologia normal e em numerosos estados patoldgicos. A
aplicacao clinica da ANXA5 em imagem da apoptose tem sido desenvolvida
em oncologia, transplante de 6rgaos e doencas cardiovasculares. Varias
estratégias para radiomarcacao da proteina tém sido descritas, incluindo
marcacao direta, derivatizacdo com quelante bifuncional (BFC), producao
de proteina mutante ou peptideos analogos. Muitas técnicas de marcacao
com *™Tc tém sido descritas utilizando diferentes nucleos, tais como
[Tc=0]1*3, [®*™Tc]HYNIC, [Tc=N]*? e [Tc(CO3)]*!. Neste estudo, avaliamos
a influéncia do nucleo de °°™Tc no comportamento bioldgico e propriedades
fisico-quimicas da anexina radiomarcada. A radiomarcacgao utilizando o
nicleo [Tc=eN]*? foi realizada em duas etapas incluindo a reacdo do
9MTc0, com SDH na presenca de SnCl, e PDTA para obter o intermedidrio
9MTcN-SDH, seguida da adicdo de ANXAS5. Os resultados obtidos ndo estdo
em acordo com a literatura, apesar da alta eficiéncia na producdo do

intermediario. O nucleo [Tc=0]*3 foi produzido usando a etilenodicisteina



(EC) como BFC. Para derivatizacao empregou-se o TSTU para obter o éster
succinato correspondente. Diferentes razoes de ANXAS5:EC foram
estudadas e todas as condicdes de marcagao resultaram em alta pureza
radioguimica, porém diferencas foram observadas na lipofilicidade,
estabilidade, distribuicdo bioldgica e afinidade por células apoptdticas. A
ANXA5-HYNIC também produziu a proteina radiomarcada com alta pureza
radioguimica. A estabilidade das ANXA5 radiomarcadas foi avaliada apods
incubacdo a temperatura ambiente, a 2-8°C e em incubagdao em soro
humano a 37°C. A andlise destes resultados demonstrou que a ANXA5-
EC-°"Tc (razdo 1072) foi o composto mais estdvel em todas as condicdes
estudadas. O ensaio de coeficiente de particao demonstrou que os
compostos do EC apresentam uma menor lipossolubilidade em relacdo a
ANXA5-HYNIC-°°"Tc. A atividade bioldgica das anexinas radiomarcadas foi
avaliada em células PC-3 com apoptose radioinduzida demonstrando que a
ANXA5-EC-*"Tc (razdo 107°) foi a proteina com maior porcentagem de
ligacdo especifica. A biodistribuicdo in vivo das anexinas radiomarcadas
demonstrou uma alta captagao na regiao abdominal, especialmente para a
ANXA5-HYNIC-°°"Tc. Os resultados indicam que ANXAS5-EC-"Tc (razdo
107%) pode ser uma alternativa atrativa para o uso da ANXA5-HYNIC-"""Tc

em imagem de receptores de fosfatidilserina.



EVALUATION OF RADIOLABELING OF ANNEXIN A5 WITH
TECHNETIUM-99m: INFLUENCE OF THE LABELING METHODS ON
PHYSICO-CHEMICAL AND BIOLOGICAL PROPERTIES OF THE
COMPOUNDS

Josefina da Silva Santos

ABSTRACT

Annexin A5 (ANXA5) is an intracellular human protein of 36 kDa with high
affinity for membrane-bound phosphatidylserine that is selectively exposed
on the surface of cells undergoing apoptosis. Apoptosis is important in
normal physiology and innumerous pathologic states. Clinical applications
for ANXA5 imaging are being developed in oncology, organ transplantation
and cardiovascular diseases. Many strategies to radiolabel the protein have
been described, including direct labeling, derivatization through a
bifunctional chelanting agent (BFC), production of mutated protein or
peptide analogs. Several *™Tc-labeling techniques have been reported
using different cores, including [Tc=0]"3, [Tc]HYNIC, [Tc=N]** and
[Tc(CO3)]*. In this study, we evaluated the influence of ®°™Tc cores on
biological behavior and physico-chemical properties of radiolabeled
annexin. Radiolabeling procedure using [Tc=N]™? core was a two-step
procedure including the reaction of °*"TcO4 with SDH in the presence of
SnCl, and PDTA to obtain the intermediate °°™TcN-SDH, and successive
addition of ANXA5. The results obtained were not satisfactory, despite the
high efficiency in the production of the intermediate. The [Tc=0]*3 core

was produced using the ethylenedicysteine (EC) as BFC. TSTU was



employed in the derivatization to produce the corresponding
hydroxysuccinimide ester. Different ANXA5:EC ratios were studied and all
labeling conditions resulted in high radiochemical yield but with differences
in lipophilicity, stability, biological distribution and affinity for apoptotic
cells. The HYNIC-ANXAS5 also produced the labeled protein with high
radiochemical yield. The stability of the radiolabeled ANXA5 was evaluated
after storing at room temperature, at 2 - 8° C and in human serum at 37°
C. The analysis of these results showed that the **™Tc-EC-ANXAS5 (ratio
1072) was the most stable compound in all the studied conditions. Partition
coefficient assay resulted in lower lipophilicity for EC-complexes than
99MTc-HYNIC-ANXAS. The biological activity of radiolabeled annexins was
studied in PC-3 cells with radiation induced apoptosis showing that °™Tc-
EC-ANXAS5 (ratio 10°2) was the protein with higher percentage of specific
binding. In vivo biodistribution of the radiolabeled annexins showed a high
uptake in the abdominal region, especially for the HYNIC compound. The
results indicated that °°™Tc-EC-ANXA5 (10%) may be an attractive
alternative to 2°™Tc-HYNIC-ANXA5 for the in vivo imaging of

phosphatidylserine receptors.
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1 - INTRODUGAO

A Medicina Nuclear pode ser definida como a especialidade
médica que utiliza as propriedades nucleares de compostos radioativos
para realizar avaliagdes das condicdoes anatomicas e/ou fisioldgicas,
diagndstico e tratamento de doencas e pesquisas médicas (Kowalsy e
Perry, 1987). O composto radioativo ou radiofarmaco corresponde a toda
substancia que, por sua forma farmacéutica, quantidade e qualidade da
radiacdao emitida pode ser aplicada no diagnostico e no tratamento das
enfermidades dos seres vivos, independente da via de administragao

empregada.

Na Medicina Nuclear a imagem do corpo é obtida de dentro para
fora. Os radiotracadores, geralmente na forma de radiofarmacos
complexos, sdao comumente administrados por via endovenosa. A
inferéncia diagndstica é obtida observando-se a distribuicdo do material
radioativo tanto no tempo quanto no espaco. A farmacocinética dos
radiofdrmacos e a captacdo seletiva pelos tecidos formam as bases da

utilidade diagnodstica (Thrall e Ziessman, 2003).

Atualmente, as técnicas diagndsticas em Medicina Nuclear
incluem a Tomografia Computadorizada por Emissao de Foéton Unico
(SPECT), a Tomografia por Emissdo de Pdsitron (PET) e a combinacao da
Tomografia por Emissao de Pdsitron com a Tomografia Computadorizada
(PET-CT), este ultimo utilizado para melhorar a correlacdao anatomica da
técnica PET (Imam, 2005).
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A evolucao dos exames em Medicina Nuclear se deve, em grande
parte, ao aparecimento de radiofarmacos cada vez mais especificos com
menor radiacao de fundo (que corresponde ao material radioativo na
corrente sanguinea ou concentrado em 6rgdaos nao especificos),
proporcionando imagens de melhor qualidade (Thrall e Ziessman, 2003;
Imam, 2005).

No desenvolvimento de novos radiofarmacos alguns fatores
devem ser considerados para proporcionar sua aplicabilidade clinica, tais
como: (i) o novo radiofarmaco deve demonstrar eficacia bioldgica (alta
captacdo pelas células alvo, alta razao alvo/radiacdo de fundo e
farmacocinética favoravel); (ii) alta pureza radioquimica (geralmente
superior a 95%), evitando processos de purificacdo indesejaveis e alta
estabilidade em solugdo; (iii) preparo rapido e preferencialmente a

temperatura ambiente (Liu et al., 1997).

Dentre os radiois6topos empregados na composicdo de
radiofarmacos para diagndstico por SPECT, o tecnécio-99m (°°™Tc) é o
radioisotopo de escolha devido as suas propriedades nucleares 6timas, tais
como emissao de radiacao gama (y) abundante (88%) e de baixa energia
(140 keV), tempo de meia-vida fisica (Ty2) de 6 horas, além de baixo

custo e facil disponibilidade (Yang et al., 2003).

O substrato utilizado na composicao do radiofarmaco pode ser
escolhido por sua especificidade por determinado 6rgdo, sistema ou
processo patoldgico, caracterizando-o como radiofarmaco receptor-
especifico ou processo-relacionado. Esse conceito tem estimulado um
grande numero de estudos em medicina nuclear, os quais avaliam a
ligacdo in vivo e in vitro de radiofarmacos receptor-especificos a células e
tecidos que superexpressam seus receptores, tais como células tumorais,

inflamatodrias ou apoptéticas (Dijkgraaf et al., 2007).
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No contexto da apoptose, diversas doencgas envolvem alteragdes
na taxa de morte celular, o que a torna um alvo atraente para imagem
molecular. Nos Ultimos anos varios estudos tém sido realizados a fim de se
estabelecer a real utilidade da imagem da apoptose e a proteina anexina
A5 (ANXA5) tem sido extensivamente aplicada para essa finalidade tanto
em animais como em humanos. A ANXA5 é uma proteina de 320
aminoacidos que se liga aos residuos de fosfatidilserina, um fosfolipideo
externalizado pela membrana celular na fase inicial da apoptose
(Kemerink, et al, 2001; Belhocine et al, 2002;Boersma et al,2003; Pétillot
et al, 2007).

Na area da oncologia, a anexina A5 tem se destacado como um
promissor marcador na deteccdo precoce da resposta tumoral a
quimioterapia. Na area da neurologia, diversos estudos tém demonstrado
a eficacia desta proteina radiomarcada na deteccdo de isquemia da artéria
cerebral média. Ja na area da cardiologia, a ANXA5 tem se mostrado um
marcador vantajoso na deteccao de isquemia do miocardio, avaliagdo de
rejeicao cardiaca em transplantados, bem como na caracterizacdao de placa

de ateroma (Boersma et al., 2005).

A marcagdo de proteinas com elementos metélicos como o *°"Tc
pode ser realizada utilizando-se quelantes bifuncionais que funcionam
como uma ponte de ligacdao entre a proteina e o elemento radioativo. A
natureza do quelante bifuncional utilizado para complexar radiometais a
proteina/peptideos pode alterar as suas propriedades de biodistribuicdo,
bem como a rota de eliminacdao (Anderson, 1995). Desta forma, a escolha
do agente quelante bifuncional demanda o estudo das propriedades de
biodistribuicdo do complexo radiomarcado e verificagdo de seu potencial
para identificacdo do processo bioldgico ou patoldgico conforme

inicialmente planejado.
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A ANXA5 tem sido radiomarcada com diversos radioisotopos e
utilizando-se diferentes metodologias. Entretanto, a principal experiéncia
clinica envolve a proteina radiomarcada com tecnécio-99m utilizando-se a
hidrazinonicotinamida (HYNIC) como agente quelante bifuncional (Cauchon
et al., 2007). Outras metodologias de obtencao da ANXA5 radiomarcada
com ?°™Tc foram avaliadas e o quelante bifuncional etilenodiciesteina (EC)

surgiu como uma opgao a utilizacdo do HYNIC.
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2 - OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi comparar, quanto ao
comportamento in vitro e in vivo, bem como quanto a capacidade de
deteccdo da apoptose, a proteina anexina A5 radiomarcada com tecnécio-
99m, obtida por um método inédito de conjugacdao ao EC, a ANXA5
radiomarcada com tecnécio-99m pelo método direto, utilizando-se o
dihidrazida succinica (SDH), e pelo método indireto, utilizando-se o
quelante bifuncional HYNIC, disponivel sob a forma de reagente

formulado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Obtencdo do intermedidrio ®™"TcN-SDH;

v Radiomarcacdo da Anexina A5 com o nucleo [*°™Tc=N]*?;

v' Radiomarcacao da Anexina A5 com tecnécio-99m via quelante
bifuncional HYNIC;

v Radiomarcacdo da Anexina A5 com tecnécio-99m via quelante
bifuncional EC;

v Analisar a estabilidade da Anexina A5 radiomarcada com tecnécio-99m
pelas diferentes metodologias;

v' Analisar a lipossolubilidade da Anexina A5 radiomarcada com tecnécio-
99m pelas diferentes metodologias;

v' Detectar e quantificar a apoptose radioinduzida em células PC-3;

v Analisar a ligagao da Anexina A5 radiomarcada com tecnécio-99m pelas

diferentes metodologias as células apoptéticas;



28

v' Comparar a biodistribuicdo da Anexina A5 radiomarcada com tecnécio-
99m pelas diferentes metodologias;
v' Comparar a farmacocinética da Anexina A5 radiomarcada com tecnécio-

99m pelas diferentes metodologias.
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3 - REVISAO DA LITERATURA

3.1 Medicina Nuclear

A imagem médica é baseada na interacdao da energia das
radiacdes com os tecidos bioldgicos. A natureza da informacao disponivel
em cada modalidade é determinada pela natureza dessas interagdes. A
imagem convencional com os raios X permite a distincdo do ar, agua,
gordura e osso devido ao coeficiente de absorcao diferente para cada
meio. Na ultrassonografia, a transmissao de uma onda ultra-sénica e sua
reflexao, ao atingir uma interface entre meios de diferentes impedancias,
serve de base para a construcdo da imagem. Nas imagens de ressonancia
magnética é a diferenca de quantidade de hidrogénio existente no meio,
além da quimica e fisica do nucleo de hidrogénio, que fornecem as bases
para distinguir os tecidos (Thrall e Ziessman, 2003).

A Medicina Nuclear permite caracterizar parametros funcionais e
metabodlicos in vivo e de forma ndo invasiva. Os radiofdrmacos em sua
grande maioria sao administrados por via endovenosa, aguardando-se a
concentracdo no tecido-alvo antes de adquirir as imagens. A inferéncia
diagndstica é obtida gravando-se a distribuicdo do material radioativo
tanto no tempo quanto no espaco (Sapienza e Buchpiguel, 2004; Thrall e
Ziessman, 2003).

A riqueza das aplicacgbes da Medicina Nuclear reside na
diversidade de radiofarmacos disponiveis. A maioria dos radiofarmacos é a
combinacdo de um radioisotopo que permite a deteccdo externa e uma
porcao biologicamente ativa ou um componente de farmaco (substrato),
que é responsavel pela biodistribuicdo. Para alguns agentes, tais como os

gases inertes radioativos, os radioiodos (*3!1, 123I) na forma de solucdo de
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iodeto de sddio, o galio-67 (°’Ga) na forma de citrato e o tdlio-201 (*°'TI)
na forma de cloreto, sdao os atomos em sua forma quimica adequada que
possuem as propriedades desejadas para a localizagao, dispensando assim
um componente quimico maior (Thrall e Ziessman, 2003).

Certas caracteristicas sao desejaveis a um radiofarmaco. O tipo,
a energia e a meia-vida efetiva da emissao radioativa devem ser
compativeis com a aplicacao desejada. A atividade especifica, ou seja, a
radioatividade por unidade de massa deve ser elevada. Olhando pela
perspectiva do farmaco, as caracteristicas ideais incluem biodistribuicao
adequada para atingir o tecido alvo, auséncia de toxicidade e efeitos
secundarios. Os radiofarmacos nao devem sofrer dissociagao in vitro nem
in vivo, devem estar facilmente disponiveis, faceis de produzir e

apresentar um custo razoavel (Thrall e Ziessman, 2003).

3.2 Apoptose

Apoptose ou morte celular programada ¢é um tipo de
“autodestruicdo celular” que requer energia e sintese protéica para a sua
execucao. Esta relacionada com a homeostase na regulacao fisiolégica do
tamanho dos tecidos (Sarastea e Pulkkic, 2000; Vasconcelos e
Vasconcelos, 1995). O termo apoptose é derivado do grego apoptédsis, que
se refere a queda das folhas das arvores no outono, e foi adotado pela
primeira vez por Kerr e colaboradores, na década de 70. Porém, somente
no inicio da década de 90 o processo comegou a ser intensamente
investigado (Parolin e Reason, 2001).

A apoptose é um fendbmeno em que a célula é estimulada a
acionar mecanismos que culminam com sua morte. Diferentemente da
necrose, contudo, a célula em apoptose nao sofre autdlise: ao contrario,
ela é fragmentada, e seus fragmentos sao endocitados por células
vizinhas, sem desencadear quimiotatismo nem ativacdo de células
fagocitarias (Sarastea e Pulkkic, 2000; Brasileiro Filho, 1998).
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A ativacao da apoptose se da por meio de duas vias principais:
(a) via extrinseca, que é mediada pela ativacdo de receptores de morte
celular localizados na membrana citoplasmatica, sendo o Fas e o fator de
necrose tumoral (TNF) os mais conhecidos; (b) a via intriseca que é
dependente da participacdo da mitocdndria, onde ha liberacao de fatores
apoptogénicos como citocromo ¢, o fator indutor de apoptose (AIF),
trifosfato de adenosina (ATP) e proteinas de choque térmico. Como
resultado final, em ambas as vias ocorre ativacao das caspases, proteases
gue quebram proteinas celulares especificas e estdo associadas a
degradacao do DNA. Embora diferentes em suas fases iniciais, tem sido
demonstrada uma correlagdo significante entre as vias intrinseca e
extrinseca como, por exemplo, a capacidade de induzir alteracdes na
membrana celular (Geske e Gerschenson, 2001).

A apoptose atinge células individualmente, razao pela qual ela
nao é facilmente reconhecida nos exames microscopicos rotineiros. A
célula em apoptose se encolhe e o citoplasma fica mais denso, a cromatina
se torna condensada e disposta em grumos acolados a carioteca, criando
imagens descritas ao microscopio éptico como nucleos em meia-lua, em
pata de cavalo, em langa. Em seguida, o nucleo se fragmenta (cariorrexe),
ao mesmo tempo em que a membrana citoplasmatica emite projecdes e
forma brotamentos ("blebs”), que contém fragmentos do nucleo. O
brotamento termina com a fragmentacao da célula em multiplos brotos,
gue passam a constituir os corpos apoptéticos, os quais sdo rapidamente
fagocitados por macréfagos ou por células fagocitarias vizinhas, sem
desencadear uma resposta inflamatoria (Sarastea e Pulkkic, 2000).

A apoptose é um processo ativo e progressivo que envolve a
substituicao e eliminagcdo de células danificadas indesejaveis, incluindo
aquelas que podem eventualmente escapar do controle de divisao celular
(Blank et al., 1997; Fraser e James, 1998). Na FIG. 1 apresenta-se um

esquema das alteragdes celulares na apoptose.
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Condensacio da cromatina Fragmentacio do micleo

Condensacio citoplasmitica Corpo apopidtico

Fagocitose dos corpos
apoptoticos

Figura 1- Alteragdes celulares no processo de apoptose (adaptado de
Apoptose, 2009).

A apoptose é uma modalidade de morte celular muito frequente,
tanto em estados fisioldgicos como patoldgicos. Em condigdes normais é
um mecanismo importante na remodelacdo de orgdos durante a
embriogénese e na vida pds-natal; além disso, participa no controle da
proliferacdo e diferenciacdo celular, fazendo com que uma célula
estimulada a se diferenciar possa ser eliminada apds ter cumprido sua
funcdo, sem causar transtorno para as demais células do tecido ou érgao.
A apoptose que ocorre em condicdes patoldgicas é desencadeada por
inUmeros agentes, tais como virus, substancias quimicas, agressao
imunitaria, radiacao ionizante, dentre outros. Apresenta um papel crucial
na patogenia de diversas desordens incluindo Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e outras doencas virais, isquemia
cerebral e do miocardio, doencas autoimunes e neurodegenerativas,
rejeicao a transplante de érgaos e da medula dssea e resposta tumoral a
guimioterapia e a radioterapia. Desta forma, a deteccao e a quantificacao
da apoptose in vivo apresenta valor clinico significativo para o diagndstico
e estadiamento de diversas patologias (Geske e Gerschenson, 2001;

Vasconcelos e Vasconcelos, 1995).
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A TAB. 1 apresenta um resumo da participagao da apoptose em

algumas patologias humanas (Lichtenfels et al., 1999; Blankenberg et al,

1998).

Tabela 1 - Relagao da apoptose com algumas doencas.

Doengas associadas com a Doencas associadas com o

inibicao da apoptose

aumento da apoptose

Cancer Doencgas neurodegenerativas

 Linfomas foliculares .

e Carcinomas com mutagao no .
cromossomo p53 .
« Tumores hormonio .
dependentes .

Doencgas autoimunes
» Lupus eritematoso sistémico .

 Glomerulonefrite .

Doenca de Alzheimer
Doenca de Parkinson
Esclerose lateral amiotrofica
Retinite pigmentosa
Degeneragao cerebral
Injuria isquémica
Infarto do miocardio
Acidente vascular cerebral

Injaria por reperfusao

Outras doencas

* Herpes viral .
« Adenovirus .

 Leishmaniose .

AIDS
Hepatite téxica

Doencas de Chagas

3.2.1 Fosfatidilserina

A Fosfatidilserina (PS) é um fosfolipideo anidnico simples da

superficie celular que normalmente estad restringido ao foliolo interior da

membrana plasmatica. Foi isolado e caracterizado primeiramente em 1942
por Jordi Folch (Blankenberg et al.,2000; Fadok et al.,1998).

A fosfatidilserina pertence aos aminofosfolipideos e carrega um

grupo de fosfoserina, que confere a este fosfolipideo uma carga negativa
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em pH 7,4. Estruturalmente, a PS é composta por trés diferentes partes:
um esqueleto glicerol, uma cabeca polar e duas caudas hidrofdbicas

(Reutelingsperger e Heerde, 1997; Lahorte et al., 2004).

Ao menos dois sistemas de enzimas dependentes de energia do
ATP, a flopase e a translocase, mantém a PS no lado interno da membrana
celular. Acredita-se que a externalizacdo deste fosfolipidio é resultante da
inativagcao da flopase e da translocase e da ativacao de uma terceira
enzima, a escramblase. Este fenOmeno é uma caracteristica geral da
apoptose e ocorre antes da deformacao da membrana e da degradagao do
DNA (Reutelingsperger e Heerde, 1997; Blankenberg et al. 1999).

Os mecanismos de reconhecimento das células apoptodticas pelas
células fagocitarias ndo estao ainda totalmente bem caracterizados. No
entanto, um mecanismo que parece ser de fundamental importancia para
esse reconhecimento é a interacdo da PS com seus receptores (PSR)
presentes na membrana de células fagocitarias, como o macréfago (Fadok
et al., 1998; Schlegel e Williamson, 2001).

A ANXA5 se liga seletivamente a PS. Como resultado desta
propriedade, a anexina A5 se liga as células apoptéticas in vitro e in vivo
(Kemerink et al., 2001). Esta ligacao envolve oito moléculas de anexina
para cada residuo de fosfatidilserina exposto. A afinidade da ANX A5 por
PS é comparavel a muitos sistemas ligante-receptor (Blankenberg e
Strauss, 2001).

3.2.2 Imagem de apoptose

O papel clinico da imagem cintilografica de apoptose baseia-se no
fato de que a apoptose é o mecanismo dos efeitos cito-redutivos de varios
agentes citotoxicos e da radioterapia, da rejeicao a 6rgdos transplantados,
dos danos celulares em desordens vasculares e da morte celular devido a

danos hipéxi-isquémicos em infarto do miocardio e neonatais (Vannier,
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2002). Assim sendo, a imagem de apoptose pode ser empregada em

varias areas da medicina, conforme demonstrado na TAB. 2.

TABELA 2 - Areas da medicina para aplicacao da imagem cintilografica de

apoptose.

Area da Medicina

Condicao patoldégica ou aplicacao médica

Oncologia

Cardiologia

Transplantes

Infectologia

Neurologia

Doencgas
metabdlicas
Doencgas
autoimunes

Doencgas O0sseas

Doengas renais

Quimioterapia; monitoramento da apoptose induzida
por terapia; deteccao de tumores (apoptose
espontanea); predizer resposta terapéutica.

Rejeicao aguda a transplante cardiaco; infarto agudo
do miocardio; cardiotoxicidade induzida por
antraciclina; apoptose do musculo esquelético;
aterosclerose; miocardites; crescimento de tumor
intracardiaco; disfungao e isquemia do miocardio.
Rejeicao a transplante de figado, pulmao e coracdo.
InfecgOes virais e bacterianas; sindrome de disfuncao
de multiplos érgaos; choque séptico.

Isquemia cerebral; danos de reperfusdao (derrame);
doencas neurodegenerativas; trauma (dano na
medula ou cérebro).

Diabetes tipo 1.

Anexipatias; artrite reumatoide, lUpus eritomatoso
sistémico; doenca inflamatodria intestinal.

Osteoartrite

Insuficiéncia renal aguda; atrofia renal cronica;
fiborose renal; dano glomerular; doenca renal

policistica

Adaptado de Lahorte e colaboradores, 2004.
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Desta forma, uma aplicacdao potencial da imagem de apoptose é
a avaliagao da progressao ou regressao de doengas, bem como o
monitoramento da quimioterapia ou radioterapia no tratamento de céancer.
Outra aplicagao importante é na identificacdo de rejeicdo aguda a
transplante de figado, coracdo e pulmdo e avaliacdo da eficacia da terapia
antirrejeicao (Kemerink et al., 2001; Blankenberg et al., 1998). Uma outra
aplicacao seria na avaliagcdao da apoptose de osteoclastos e de alteracdes
na massa mineral Ossea, mais precocemente do que as técnicas
convencionais como o ultrassom e o raio X (Blankenberg e Strauss, 2001).

A técnica de imagem de apoptose requer a identificacdo de um
marcador Unico que ocorra durante o0 processo e que seja
preferencialmente expresso logo apds o inicio da cascata apoptodtica.
Eventos iniciais na cascata apoptdtica incluem: (a) a ativacao de proteases
de cisteina, tais como a enzima convertora de interleucina 1 (IL-1); (b)
ativacao de esfingomielinases resultando na produgao de ceramidas, um
importante sinal da presenca de varias proteinas quinase; (c) a exposicao
de fosfatidilserina (PS) na superficie celular (Blankenberg et al. 1999). Em
geral, a expressao de PS é o evento de escolha como processo alvo para

indentificacdo de células apoptoticas (Blankenberg et al. 1999).

3.3 Anexina

As anexinas formam uma familia de multiproteinas com mais de
160 proteinas, inicialmente descoberta no final dos anos 70. Por definicao,
estas proteinas sao soluveis em agua, possuidoras de superficie hidrofilica
e capazes de se ligarem a fosfolipidios carregados negativamente na
presenca de Ca*? (Gerke e Moss, 2002; Vannier, 2002).

A anexina A5 (ANXA5) é uma proteina relativamente pequena,
gue apresenta uma cadeia de 320 aminoacidos e um peso molecular de 35
- 36 kDa. Esta proteina é dobrada em um arranjo ciclico planar com uma

Unica regido N-terminal, seguida por quatro sequéncias homodlogas de
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aproximadamente 70 aminoacidos, cada qual composta por cinco
segmentos alfa hélices (FIG. 2). Além disso, a estrutura 3D da anexina A5
é caracterizada por um lado concavo e outro convexo. A superficie concava
da proteina abriga a cauda amino-terminal e a cauda carboxi-terminal,
enquanto que o lado convexo abriga os sitios de ligacao ao calcio situados
dentro da sequéncia curva da proteina (Lahorte et al., 2001; Lahorte et
al., 2004; Gerke e Moss, 2002; Vannier, 2002).
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FIGURA 2 - Sequéncia de aminoacidos (A) e estrutura tridimensional (B)

da proteina ANXA5 (adaptado de Estrutura da ANXA5, 2009).

A ANXA5 é uma proteina calcio-dependente que possui alta

afinidade pela fosfatidilserina (PS). A regidao bioespecifica da ANXA5 de

ligacdo a PS é uma cadeia de 13 aminoacidos presente na regiao N-

terminal (Mukherjee et al, 2006). Esta proteina apresenta varias fungdes
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tais como atividade anticoagulante, acdo anti-inflamatdria e atividade em
canais de calcio. A ANXA5 estd amplamente presente em organismos
eucariotos e € encontrada intracelularmente no citosol da membrana
plasmatica e em concentragdes muito baixas (1 - 6 ng mL?') no
compartimento sanguineo, plasma seminal e liquido amniético de humanos
sadios. Além disso, esta proteina é expressa numa variedade de tipos
celulares, incluindo cardiomidcito, endotélio vascular, eritrdcitos,
trombdcitos, linfocitos, células da glia, astrdcitos, oligodendrdcitos, células
de Schwann, musculo esquelético, hepatocitos, bronquios, condrécitos e
osteoblastos (Lahorte, 2004; Reutelingsperger e Heerde,1997).

A idéia de utilizar a anexina A5 como marcador molecular do
processo de morte celular em varios tipos de células ndao é recente. A
ANXAS5 conjugada a fluoresceina (ANXA5-FITC) para a deteccao de células
apoptéticas é extensivamente utilizada em estudos in vitro de biologia
celular e patologia (Belhocine et al, 2004). Além disso, métodos in vitro
utilizando a ANXA5 tém sido desenvolvidos para detectar apoptose em
células hematopoiéticas, neurdnios, fibroblastos, células endoteliais,
células musculares estomacais, carcinomas, linfomas, células embrionarias
murinicas e células de plantas e insetos. A ANXA5 também tem sido
sugerida como um agente de imagem para detectar trombose in vivo
(Blankenberg et al., 1999).

3.4 Radiomarcacao da anexina A5

Devido ao tamanho e estrutura protéica da ANXA5, varias
estratégias de radiomarcacao sao possiveis. Este peptideo tem sido
radiomarcado com os mais diversos radioisétopos, tais como iodo (1*°I,

1241, 1251), galio (°’Ga, ®8Ga), fllor-18 e tecnécio-99m.
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3.4.1 Anexina A5 Radioiodada

A anexina A5 tem sido radioiodada tanto com técnicas de
marcacao diretas como indiretas. Na metodologia direta, o radioiodo é
adicionado diretamente ao residuo de tirosina. Os agentes oxidantes
utilizados para este propésito incluem o iodogen (1,3,4,6-tetracloro-3a6a-
difenilglicouril) e a cloramina-T. As metodologias de marcagdo indiretas
utilizadas para a marcacao da ANXA5 se baseiam na N-acetilagao da lisina
com reagentes pré-marcados. Dos grupos prostéticos radioiodados
utilizados destacam-se o reagente de Bolton-Hunter (N-Hidroxisuccinimida
iodo-p-hidroxifenil propionato) e o SIB (benzoato de iodo succinimidila)
(Van de Wiele et al., 2004).

A anexina A5 foi radioiodada com #°I para estudos de ligacdo in
vitro com plaquetas sanguineas. Estes estudos demonstraram que a
técnica utilizando-se o iodogen é um método ndo agressivo, no que diz
respeito a atividade bioldgica do substrato (Lahorte et al., 2001).

Russel e colaboradores (2002) radiomarcaram a ANXA5 com 12°I
pelas técnicas do “iodo-Beads” (forma imobilizada da cloramina T),
iodogen e reagente de Bolton-Hunter e demonstraram que a anexina nao
perde sua atividade bioldgica in vivo.

Glaser e colaboradores (2003) radiomarcaram a ANXA5 com o
radioisétopo de iodo emissor de poésitron '2*I, tanto por método direto
(cloramina T) como indireto (SIB). Estes autores demonstraram a
superioridade da ANXA5 marcada via indireta em relacao ao método direto
em estudos de ligagao in vitro com células HL-60 (leucemia).

Pétillot e colaboradores (2007) investigaram a aplicabilidade da
anexina A5 radioiodada (1*°I e !?°I) para detectar apoptose induzida por
lipopolisacarideo no miocardio. A anexina foi radiomarcada com iodo-123 e
iodo-125, utilizando-se o Iodogen. O procedimento de radiomarcagao com
0 i0do-123 foi realizado com 20ug de ANXA5 e 35 a 47 MBq de iodo-123,

com rendimento radioquimico superior 70% e pureza radioquimica
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superior 98%. Para os estudos de autoradiografia, 1 mg desta proteina foi
radiomarcada com até 481 MBq de iodo-125, obtendo-se um rendimento
radioguimico de 87% e pureza radioquimica superior a 98%. Estes autores
observaram que a anexina A5 radiomarcada tanto com o iodo-123 como o
iodo-125 pode ser utilizada para avaliar a apoptose em coragdo séptico.
Desta forma, pode-se observar que a ANXA5 pode ser facilmente
radiomarcada com os radioisotopos de iodo tanto por metodologia direta

como indireta, sem perder a sua atividade bioldgica.

3.4.2 Anexina A5 marcada com Flior-18

A maioria das metodologias utilizadas para a marcacdao da ANXA5
com fllor-18 baseia-se no método de Wester e colaboradores (1996),
utilizando etil-4-[®F]fluorobenzoato, &acido 4-['®F]fluorbenzdico e N-
succinimidil-4-[*®F]fluorobenzoato  ([*®F]SFB) como  intermediarios.
Diferentes reagentes, condicdes de reacdao e métodos de purificagdo foram
aplicados em algumas etapas da sintese, resultando em rendimentos
radioquimicos diferentes, embora o mesmo produto intermediario de
reagdo seja gerado.

Murakami e colaboradores (2004) foram os primeiros a avaliar a
anexina A5 radiomarcada com fluor-18 in vivo utilizando modelo de
isquemia de reperfusao do miocardio em ratos. Estes autores compararam
os resultados de acumulo da ANXA5 radiomarcada com fllor-18 e
tecnécio-99m na area infartada e observaram um aumento similar da
captacdo de ambos radiofarmacos em relacao a area ndo infartada. Os
autores ressaltaram ainda a menor captacdo da ANXA5-8F no figado, baco

e rins quando comparada com a ANXA5-2°"Tc.

3.4.3 Anexina A5 marcada com cobre-64
McQuade e colaboradores (2003) descreveram a radiomarcagao

da anexina-V conjugada ao quelante bifuncional DOTA (acido 1,4,7,10-
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tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetracético) (FIG. 3) com ®*Cu como uma
alternativa de radioisotopo para aplicacio em PET. A proteina foi
radiomarcada com uma alta atividade especifica (106 -132 GBq pmol™?) e
pureza radioquimica superior a 90%.

Cauchon e colaboradores (2007) desenvolveram um protocolo de
imagem utilizando o complexo biotina-estreptavidina (SAv). Este protocolo
envolveu a radiomarcacao da ANXA5-biotina in vivo com o SAv-biotina-
DOTA-%Cu. A obtengdo do SAv-biotina-DOTA-**Cu deu-se num curto
intervalo de tempo em duas etapas de reagao e duas de purificacao. Esta
metodologia, quando comparada com a radiomarcacdo direta da anexina
A5, apresenta maior rendimento (maior que 70%, baseado na
incorporacdo do °*Cu) e atividade especifica adequada (~11 GBg/mmol),
para imagem em PET. Estes autores observaram que apesar das
propriedades de radiacdo do ®'Cu ndo serem apropriadas para aplicagbes
diagndsticas em humanos, a substituicido do ®*Cu pelo ®°Cu ou ®!Cu
proporcionara um radiofdarmaco conveniente para aquisicdo de imagens
PET em humanos para avaliar apoptose no tratamento do cancer e de

muitas outras condigdes médicas.

3.4.4 Anexina A5 marcada com galio

Smith-Jones e colaboradores (2003), simultaneamente ao
desenvolvimento da ANXA5-DOTA-%*Cu, desenvolveram um estudo de
marcacdo da anexina A5 com %’Ga e ®®Ga utilizando a mesma metodologia
(FIG. 3). A ativacao do quelante DOTA com 1-etil-3-(3-dietilaminopropil)
carbodiimida-HClI (EDC) e N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS) foi
semelhante, resultando numa taxa de conjugacdo de 3,7 moléculas de
DOTA por molécula de anexina. Os autores relataram que em estudos de
imunoreatividade a ANXA5-DOTA-%“Ga revelou atividade bioldgica
comparavel com a ANXA5-HYNIC-*"Tc, sugerindo que a ANXA5-DOTA-

®”Ga é uma boa alternativa para imagem de apoptose em SPECT. Em
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estudos com ANXA5-DOTA-%8Ga realizados em ratos tratados com anti-Fas
para induzir apoptose hepatica observaram um aumento na captagdao do
figado de um fator de 4,4 quando comparado com os animais controles

ndo tratados.
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Figura 3 - Estrutura da ANXAS5 radiomarcada com °*Cu ou %’Ga/®®Ga (*X)

utilizando o quelante DOTA (adaptado de Lahorte, 2004).

3.4.5 Anexina A5 marcada com tecnécio-99m

O tecnécio-99m pode ser acoplado a anexina A5 diretamente,
utilizando-se estanho como agente redutor (Sn*?), apds modificacdo da
proteina, com introducdo de uma sequéncia de aminoacidos quelante
(ANXA5 mutante), ou indiretamente, utilizando-se quelantes bifuncionais.

Diversos quelantes bifuncionais ja foram utilizados na marcacao
da ANXA5 com tecnécio-99m, tais como 4,5-bis(tioacetamido)pentanoil
(ANXA5-BTAP-""T¢), n-1-imino-4-mercaptobutil (ANXAS5-i-2°MT¢),
hidrazinonicotinamida (ANXA5-HYNIC-2°"Tc), etilenodicisteina (ANXA5-EC-
99MTc) e hidrazina succinica (ANXA5-SDH-?°"Tc) (Blankenberg et al., 1998;
Stratton et al., 1995; Kemerink et al., 2001; Yang et al., 2001;
Subbarayan et al., 2003, respectivamente). O elevado interesse na
radiomarcacdo da ANXA5 com tecnécio-99m ao longo dos ultimos anos se

deve em parte as vantagens do °°™Tc quando comparado & outros



radioisétopos para diagndstico. A anexina A5 radiomarcada com %°™Tc
apresenta excelentes propriedades de imagens e permite a visualizacao de
apoptose em diferentes modelos de doenca.

Straton e colaboradores (1995), em um estudo realizado com a
ANXA5 radiomarcada com iodo-125 e tecnécio-99m, demonstraram a
captacdo seletiva da ANXA5 radiomarcada pelo trombo intracardiaco
induzido em porcos. O produto iodado foi radiomarcado via Iodogen
enquanto que a radiomarcacao com tecnécio se deu via dimercapto de
diamida, um quelante do tipo N,S,. Os autores observaram que ndo ha
diferencas na razdo média entre o trombo atrial esquerdo e o sangue para
a ANXA5-12°T e a ANXA5-N,S,-*"Tc, mostrando que as duas anexinas
produzidas sao efetivas para a aplicagao proposta.

Blankenberg e colaboradores (1999), em estudos realizados com
ANXA5-HYNIC-*"Tc em células Jurkat (linfoblastos) com apoptose
induzida por doxorubicina ou anti-Fas e necrose induzida por aquecimento
sugeriram que a proteina pode ser utilizada para quantificar células
apoptoticas em cultura e suspensdo de células in vitro e também para
localizar areas de necrose. Neste trabalho os autores também mostraram
a biodistribuicdo apds uma hora de injecdo da ANXA5-HYNIC-*"Tc em
camundongos Balb-c normais e com apoptose induzida por anti-Fas, onde
foi observado que a captacdo hepatica da ANXA5-HYNIC-°"Tc subiu de
12,8 £ 2,4% DI/érgao nos animais normais para 52,0 £ 10,8% DI/6rgao
nos animais tratados, sugerindo o potencial da ANXA5-HYNIC-°"Tc para
imagem de sitios apoptoticos in vivo.

Hofstra e colaboradores (2000) radiomarcaram com °°™Tc a
anexina derivatizada com n-1-imino-4-mercaptobutil e obtiveram uma
pureza radioquimica de 79,4%. Estes autores demonstraram, num estudo
com sete pacientes com diferentes localizacdo de infarto, que a morte
celular em coragao humano pode ser monitorada, nao invasivamente,
utilizando a ANXA5-(n-1-imino-4-mercaptobutil)-?°™Tc (i-anxA5).
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Yang e colaboradores (2001) radiomarcaram a ANXA5 com
tecnécio-99m utilizando o etilenodicisteina (EC) como quelante bifuncional.
A ativacao do acido carboxilico do EC num éster succinimato foi realizada
com o sulfo-NHS (N-hidroxisulfosuccinimida) e EDC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida-HCI) em quantidade equimolares. Apds a
radiomarcacdo, fez-se necessaria uma etapa de purificagdo em coluna de
gel de Sephadex (PD-10) e o rendimento final de obtencdo da ANXA5-EC-
9MTc foi de 70%. Esses autores induziram apoptose em linhagem de
cancer de mama via radiagcdo e via tratamento com paclitaxel, e
observaram um aumento na captacdo celular in vitro da ANXA5-EC->°"Tc
pelas células apoptéticas em relacdao as células normais. Os estudos de
biodistribuicdo em ratos com tumor mamario mostraram aumento
significativo da captacdo hepatica e tumoral da ANXA5-EC-°*"Tc quando
comparada ao EC->"Tc, 30 minutos apds a administracdo. Em um outro
estudo, os mesmo autores, utilizando um modelo em ratos, observaram
que a ANXA5-EC-°°"Tc apresentou uma menor captacao renal quando
comparada com a ANXA5-HYNIC-**"Tc (entre 10 e 180 minutos) e um
clareamento sanguineo mais lento. Em um estudo clinico utilizando-se o
mesmo radiofarmaco, com dez pacientes com cancer de mama primario
esses autores detectaram em todos os casos captacao na area palpavel da
doenca invasiva (Yang et al, 2005).

Belhocine e colaboradores (2002) radiomarcaram a ANXA5
utilizando o reagente formulado Apomate (Theseus Imaging Corporation),
baseado na metodologia de radiomarcacao descrita por Kasina e
colaboradores  (1991). A  ANXA5-N,S,-™Tc  apresentou pureza
radioquimica maior do que 85%. A analise in vivo foi realizada numa
populacdo de 15 pacientes com linfoma, carcinoma metastatico de mama
ou carcinoma de pulmdo que sofreram quimioterapia primaria. Os autores
demonstraram que a imagem com ANXA5-°°"Tc é uma técnica factivel e

segura para avaliar resposta dos pacientes ao tratamento antitumoral.
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Subbarayan e colaboradores (2003) propuseram um meétodo
simplificado para a radiomarcacdo da anexina A5 com tecnécio-99m, em
que primeiramente ocorre a formacdo do complexo (**™TcN)*2 via SDH e
subsequente conjugacao a ANXA5, e avaliaram sua atividade bioldgica in
vivo apds terapia fotodindmica. A ANXA5-SDH-°°"Tc foi obtida com
rendimento radioquimico maior do que 95% e permaneceu estavel tanto
em salina como em plasma por até 24 horas. Os estudos de imagem in
vivo demonstraram concentracao significativa da radioatividade na regiao
abdominal, predominantemente no intestino, figado e rins.

A anexina A5 marcada com *™Tc apds derivatizagdo com HYNIC
com atividade especifica de 3 MBg/ug foi avaliada por Mochizuki e
colaboradores (2003) em um modelo tumoral in vivo em ratos de
hepatoma alogénico tratado com ciclofosfamida. Os valores de captacao
nos o6rgaos, nos estudos de biodistribuicdo apdés 6 horas de injecdo,
mostraram captacdo da ANXA5-HYNIC-**"Tc de 9,50 + 1,12 % da
atividade administrada (AI) nos rins e razdes tumor/musculo e
tumor/sangue de 5,6 £ 0,9 e 1,33 * 0,20, respectivamente, para os
animais com tumor induzido e nao tratados com o quimioterdpico. Para os
animais tratados estes valores foram de 7,53 + 1,06 e 2,14 + 0,31,
respectivamente, demonstrando que a captacao pelo tumor da ANXAS5-
HYNIC-**"Tc aumenta significativamente apds tratamento com
ciclofosfamida.

Thimister e colaboradores (2003) utilizaram a ANXA5-4,5-
bis(tioacetamida)pentanoil-*"Tc (ANXA5-BTAP-"Tc) para determinar a
area de risco na fase aguda e subaguda do infarto do miocardio in vivo.
Estes autores realizaram um estudo com nove pacientes com infarto do
miocardio agudo primario e observaram um aumento da captacdo da
ANXA5-BTAP-°"Tc em todos os pacientes, indicando a presenca de

cardiomidcitos com externalizacdo de PS na area infartada.
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Vanderheyden e colaboradores (2006) conjugaram a ANXA5 com
o MAGs (mercaptoacetiltriglicina) e compararam suas propriedades
farmacocinéticas com a ANXA5-HYNIC->°"Tc. A pureza radioquimica da
ANXA5-MAGs;-°"Tc obtida com 15 minutos de reacdo em pH=8 foi maior
do que 95%, sendo que com duas horas esta pureza foi reduzida a 90%. A
pureza radioquimica da ANXA5-HYNIC-*"Tc foi de 98%, permanecendo
estavel por até 6 horas. Os estudos em camundongos normais mostraram
que a ANXA5-MAG;->°"Tc apresenta uma menor retencao de corpo inteiro,
com menor captagdao no figado e nos rins e maior clareamento hepatobiliar
quando comparada com a ANXA5-HYNIC-*"Tc.

Zhao e colaboradores (2007) realizaram um estudo comparativo
entre a ANXA5-HYNIC-°*"Tc e o FDG-'8F para imagem e quantificacdo da
progressao de lesdo aterosclerotica em camundongos Apoe-/-. Estes
autores radiomarcaram a anexina A5 utilizando o quelante HYNIC com
uma atividade especifica de 4,8 MBqg/ug e a atividade injetada por animal
tanto para a ANXA5-HYNIC-*"Tc como para a FDG-'®F foi de 18,5 MBq.
Os compostos radiomarcados apresentaram captacdao preferencial por
lesdes aterosclerdticas, sendo observado maior captacdo para a FDG-'®F.
Os niveis de captacao foram correlacionados com a severidade das
mudancas ateroscleréticas, indicando que o acumulo adrtico tanto da
ANXA5-HYNIC-°*"Tc como da FDG-'®F aumenta com a progressdo da
aterosclerose. O nivel de captagdo absoluto superior da FDG-'8F em
tecidos aodrticos oferece um radiofdrmaco com maior sensibilidade para a
deteccao da lesao enquanto que a captacao preferencial da ANXA5-HYNIC-
®MTc em lesdes avancadas sugere seu potencial para avaliar a
vulnerabilidade de placas arteroescleréticas.

Kartachova e colaboradores (2006) demonstraram em um estudo
clinico que a cintilografia com ANXA5-HYNIC-°*"Tc permite monitorar a
apoptose in vivo e as mudangas iniciais na captacao da ANXA5 pelo tumor

estdo significativamente correlacionadas a eficacia da terapia.
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Taki e colaboradores (2007), utilizando ANXA5-117 mutante com
sitio de ligagcao para tecnécio, demonstraram que a proteina radiomarcada
acumula-se até mesmo em areas com isquemia severa menor, areas estas
gque ndo apresentam necrose significativa de alteracdes histoldgicas,
indicando ser um marcador sensivel de danos isquémicos ao miocardio.
Além disso, a intensidade de captacao é dependente da severidade da
isquemia e do tempo de reperfusao apds a isquemia.

Kietselear e colaboradores (2007) avaliaram a aplicabilidade da
ANXAS5 radiomarcada na deteccao da apoptose em um grupo de nove
pacientes com infarto do miocardio avancado. A anexina foi radiomarcada
com 1 GBq de °™Tc e 6 horas antes da imagem, 0,25 mg da anexina A5-
99MTc foi administrada aos pacientes por via endovenosa. O 2°'T| também
foi administrado 30 minutos antes da imagem. O protocolo de imagem
utilizado permitiu obter os dados destes dois radioisétopos
simultaneamente. Este estudo, apesar do pequeno numero de pacientes,
permitiu confirmar a aplicabilidade da ANXAS5 radiomarcada em pacientes
com infarto do miocardio. Observou-se uma captagdao predominante
naqueles pacientes que apresentavam um agravamento recente na fungao
ou classe funcional do ventriculo esquerdo.

O HYNIC é acoplado a ANXA5 em um amino grupo de um dos 21
residuos de lisina da proteina, utilizando o N-succinimidil HYNIC. Esta
reacdao é ndo especifica, podendo ocorrer varias incorporacdes. Neste
contexto, Fonge e colaboradores (2008) avaliaram a derivatizacao da
ANXA5 mutante, a qual contem um residuo de cisteina, inserido para
direcionar a incorporacao do HYNIC de maneira mais especifica. A ANXA5-
Cys é produzida por mutacdo sitio-especifica e é derivatizada com o HYNIC
numa reacdo de Diels-Alder com acido 5-maleimido-2-hidrazinopiridina
hidrocloridrico. Estes autores obtiveram pureza radioquimica superior a
90% e observaram um modelo de distribuicao similar ao da ANXAS5-

HYNIC-°"Tc ndo mutante em camundongos normais.
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Diversos estudos tém demonstrado a aplicabilidade clinica da
ANXA5 radiomarcada com tecnécio-99m na imagem de apoptose em
tumores apds quimioterapia. Rottey e colaboradores (2009) investigaram
se a quimioterapia altera a captacdo da ANXAS5-HYNIC->"Tc a tecidos
humanos normais em pacientes com cancer. Estes autores relataram que
ndao observaram alteragdes significativas na captagao da ANXA5-HYNIC-
9MTc pelo baco e medula dssea entre 5 - 7 e 40 - 44 horas apds
tratamento com ciclofosfamida, concluindo que a apoptose induzida por
quimioterapia de células sadias ou a liberacao de particulas de membrana
devido a estimulacdao proé-apoptética por quimioterapicos de células
endoteliais nao é suficientemente importante para influenciar a
biodistribuicdo da anexina radiomarcada em humanos.

A fim de se obter a ANXA5 radiomarcada por métodos mais
simples e de favorecer sua cinética de distribuicdo para a realizacdao de
imagem, tem-se estudado, nos ultimos anos, a marcacdao de fragmentos
da anexina A5. Mukherjee e colaboradores (2006) sintetizaram quatro
complexos diferentes da anexina A5 contendo a sequéncia de 13
aminoacidos, especifica para ligacao a fosfatidilserina, funcionalizados com
cisteina ou dicisteina e radiomarcados com um intermediario **™Tc-nitrido
ou com histidina e marcado com nucleo **™Tc-carbonila. Estes autores
ressaltaram a facilidade de sintetizar e funcionalizar a sequéncia de
aminoacidos e o alto rendimento radioquimico para todos os compostos
obtidos.

As diversas metodologias de radiomarcacao da ANXA5 com
tecnécio-99m produzem um agente com pequenas diferencas nas
propriedades de distribuicdo biolégica. A proteina radiomarcada com
tecnécio-99m por via direta apresenta captacao hepatica relativamente
alta, sugerindo a formagao de algum composto desnaturado no curso da
marcacao. A proteina marcada utilizando-se o quelante bifuncional do tipo

N,S, é excretada, em parte, pelos intestinos, apés uma hora da
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administracdo. O material acoplado ao HYNIC parece nao apresentar
excrecdo intestinal e uma captacdo hepatica menor, além de alta captacdo
renal. Todos o0s compostos, entretanto, independente da forma de
marcacao, apresentam uma distribuicdo tipica de proteina difundindo
predominantemente pelo figado, baco e uma alta captagdo nos rins
(Blankenberg et al., 2000; Belhocine et al, 2004; Mukherjee et al, 2006).

Desde as primeiras pesquisas em radiofarmacia com a anexina
A5 para imagem de apoptose, varias metodologias de marcagdao foram
desenvolvidas e a ANXA5-HYNIC-°"Tc tem se mostrado ser o mais
promissor tracador, estando seu estudo na fase clinica II/III (Cauchon et
al., 2007).

A TAB. 3 discrimina algumas vantagens e desvantagens
associadas a radiomarcacao da ANXA5 com diferentes radioisétopos,
incluindo as radiomarcacdes com °°™Tc envolvendo diferentes grupos

quelantes bifuncionais.
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TABELA 3 - Vantagens e desvantagens das diferentes metodologias de

radiomarcacao da ANXAS.

Emissao/

Energia

y, 140 keV

y, 140 keV

y, 140 keV

y, 140 keV

y, 140 keV

Ti/2
fisica

Vantagens (V) e Desvantagens (D)

ANXA5-°"Tc (geral)

6,02 h

6,02 h

6,02 h

V: %"™Tc obtido facilmente; baixo custo;
excelente propriedades de imagem

D: Rq complicada, biodistribuicao

influenciada pelo método de conjugacao

ANXA5-imino-2°"Tc

V: marcacao realizada facilmente
D: PRqg = 80%, alta captagao no figado, rins

e pulmao; Ty, bioldgica longa

ANXA5-BTAP-°"Tc

V: PRg maior do que 93%; Ti,» bioldgica
curta

D: método de marcacdo trabalhoso; alta
captacdo no figado, rins, pulmao e abdémen;

baixa Rq

ANXA5-HYNIC-°°"Tc

6,02 h

6,02 h

V: método de marcacdo bem estabelecido;
formulacao de reagente para radiomarcagao
D: alta captagdao no figado e rins; Ty,
biolégica longa

ANXAS5-EC-"*"Tc

V: formulacdo de reagente liofilizado para
radiomarcagao

D: necessidade de mais pesquisas

Rg = Radioquimica, PRq = pureza radioquimica, CE = captura eletrénica, T;,=tempo de

meia vida (Adaptado de: Boersma et al., 2005).
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Emissao/

Energia

B*, 2,5 MeV

CE, 35 keV

y, 2,5 MeV

B* 1,53 e 2,14
MeV; y

Ti/2
fisica
AN

53 min

Vantagens (V) e Desvantagens (D)

XA5-4"Tc (geral)

V: Forma mais simples de transformar
SPECT em PET, marcagao pode ser realizada
facilmente

D: caro e de dificil obtencdo

60 d

13 h

ANXAS5-12°1
V: Ty fisica longa;
D: nao possibilita imagem

ANXAS5-1231
V: ndo apresenta captacdo no figado/rins
ap6s 12 h; melhores condicdes de imagem
na regidao abdominal quando comparado com
compostos a base do *°™Tc; alta PRq
D: método de marcacdo trabalhoso; mais

caro do que o *°™MTc

4,2d

ANXAS5-121

V: PET com longa Ti;; adequado para
estudos em animal e humanos em estado
terminal; PRq > 95%

D: método de marcacao trabalhoso

Rg = Radioquimica, PRq = pureza radioquimica, CE = captura eletr6nica, T;,=tempo de

meia vida (Adaptado de: Boersma et al., 2005).
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Tabela 3 - Continuacgao.

Emissao/ Ti/2 Vantagens (V) e Desvantagens (D)
Energia fisica
AnxA5-'1In

y, 173 e 247 2,8d |V: Tys fisica mais longa
keV;CE D: Rq dificil, biod. influenciada pelo
marcacao; alta taxa de radiacdo em
pacientes
AnxA5-18F
B*, 633 keV 110 min |V: PET com 6tima meia vida para imagem;

D: necessario mais pesquisas para
estabelecer uso em pacientes; método de

marcacao nao padronizado

Rg = Radioquimica, PRg = pureza radioquimica, CE = captura eletronica, T;,=tempo de

meia vida (Adaptado de: Boersma et al., 2005).

3.5 Tecnécio

O tecnécio apresenta numero atomico 43 e foi previsto por
Mendeleyev na organizacao da tabela periddica dos elementos em 1869.
Atualmente, sdao conhecidos mais de 20 isétopos deste elemento que vao
desde o °'Tc ao !'°Tc. O primeiro isétopo a ser descoberto foi 0 Tc-99 em
1937 por Perrier e Segre. Em 1938 Segre e Seaborg, estudando a isomeria
nuclear deste isdtopo, encontraram o °°™Tc, seu isdmero nuclear
metaestavel (Dilworth e Parrott, 1998).

O primeiro uso do tecnécio para imagens médicas foi em 1961
com o pertecnetato (°°™TcO4) para imagem da tiredide, baseado
presumivelmente no principio que o anion pertecnetato apresenta uma

similaridade com o iodo, sendo ativamente captado pela tiredide (Abram e
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Alberto, 2006; Dilworth e Parrott, 1998). Apesar desta similaridade o
9MTcO,4 ndo é organificado pela tiredide apds captado pela mesma.

Atualmente, aproximadamente 50 anos apds a primeira aplicacao
do tecnécio-99m, cerca de 90% de todos os protocolos de diagndsticos em
Medicina Nuclear envolvem este radioisotopo.

O tecnécio pode apresentar estados de oxidacdo entre -I a +VII.
Em consequéncia desta variedade, o tecnécio apresenta uma quimica de
coordenacgao diversa, possibilitando formar complexos de coordenagao
com diferentes agentes quelantes. Os ligantes unem-se ao tecnécio por
ligacdes covalente-coordenadas, formando complexos ou compostos de
coordenacdo que adquirem arranjo geométrico (poliedro de coordenagao)
definido pelos atomos coordenados ao metal, para um dado numero de
coordenacdo. Na TAB. 4 pode-se observar varios estados de oxidacao do

tecnécio e suas respectivas geometrias.
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TABELA 4 - Complexos de tecnécio com diferentes estados de oxidagao.

Namero de Exemplo Geometria de Numero de

oxidagao coordenacgao coordenacgao
7% [TcHo]* Prisma triagonal 9
TcOg4- Tetraedro 4
+6(d}) TcO4* Tetraedro 4
[Tc(NCS)e] Octaedro 6
[Tc(Diars)»Cls]* Dodecaedro 8
+5() TcOCly Pirz?mide quadrada 5
[TcO(l,I1-ECD)] Piramide quadrada 5
[TcO(d,I-HMPAO)] Pirdmide quadrada 5
[TcO,(tetrosfosmina)]* Octaedro 6
+4(d) [TcClg]* Octaedro 6
+3(d%) [Tc(Diars)»Cl>]* Octaedro 6
+2(d>) [TcCls(PhP(OEt)»)4] Octaedro 6
+1(d®) [Tc(CNC(CH3)3)e]™ Octaedro 6
0(d”) [Tca(CO)10] Octaedro 6
-1(d®) [Tc(CO)s] Bipirdmide triagonal 5

Adaptado de Liu, 2008.

Na forma de pertecnetato de sdédio, o tecnécio apresenta estado

de oxidacdo +7, bastante estdvel em solucdo aquosa. Apesar dessa

estabilidade, nesse estado de oxidagdo o tecnécio nao se liga as moléculas

de forma a constituir radiofarmacos de interesse. O tecnécio reduzido é

muito instavel e tende a formar espécies coloidais, Tc(IV)O,, ou a voltar ao

seu estado de oxidagdao maxima Tc(VII). Portanto, este radioisétopo deve

ser reduzido na presenca de um ligante adequado no intuito de estabilizar

o tecnécio reduzido.
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Até o momento, um grande numero de complexos de tecnécio
caracterizado estruturalmente contém este metal no estado de oxidacdo
+5. Isto se deve a alta estabilidade dos nucleos oxo, nitro e imido,
podendo envolver uma grande variedade de sistemas de ligantes (Braband
et al., 2005).

Os radiofdrmacos de %°™Tc podem ser divididos em duas
categorias: os radiofarmacos essenciais e os de segunda geracdo. Os
radiofarmacos essenciais sdao aqueles cuja biodistribuicdo estd baseada nas
propriedades fisicas do complexo (carga, tamanho, lipofilicidade, etc.). Ja
os radiofarmacos de segunda geracao sao formados por um complexo de
9MTc unido, via um quelante bifuncional (BFC), a uma molécula com
atividade bioldgica que confere aos complexos propriedades distintas.

Uma grande variedade de técnicas de radiomarcacdo de
proteinas com tecnécio vem sendo desenvolvidas. Estas técnicas podem
ser classificadas em trés grandes categorias: marcacao direta, pré-
marcacgao e pdés-marcacao (Eckelman, 1995; Banerjee et al, 2005).

Na abordagem direta utiliza-se um agente redutor para converter
as pontes dissulfeto da biomolécula em tidis livres, que ficam disponiveis
para se ligarem ao Tc-99m muito eficientemente. A vantagem desta
abordagem é que é facil de ser realizada. Entretanto, muito pouco se
conhece sobre a quimica de coordenacao do Tc. Existe pouco controle
sobre a estabilidade do complexo de °°™Tc ou sobre a ligagdo ndo
especifica. Além disso, este método aplica-se somente a proteinas ou seus
fragmentos, pois varios pequenos peptideos ndo apresentam pontes
dissulfeto, ou, em alguns casos, esta ligacdo é critica para manter a
propriedade bioldgica do peptideo para ser reduzida.

A metodologia de pré-marcagdo envolve primeiramente a
formacdo de um complexo do *°™Tc com um quelante bifuncional (BFC) e
subsequente conjugacdo do complexo BFC-"Tc ao substrato. Neste

método, o estado de oxidacdo do radiometal estd bem definido e o
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peptideo ou proteina ndo € exposto as condigcdes drasticas, algumas vezes
aplicadas a preparacao do complexo. Todavia, a sintese em varias etapas
limita sua aplicacdo clinica, uma vez que demanda tempo de producdo e
uma etapa final de purificagao.

Na metodologia de pods-marcagdo, um BFC é primeiramente
ligado a biomolécula para formar um conjugado BFC-biomolécula e entdo o
radioisotopo é acoplado ao grupo quelante livre do BFC. A marcagao pode
ser realizada por reducdo direta do °°™TcO4 na presenca do conjugado
BFC-biomolécula ou pela transquelagdo com um complexo intermediario de
9mTc, tal como glucoheptonato-*"Tc. Esta metodologia combina a
facilidade da marcacao direta com a quimica melhor definida da
metodologia que envolve o uso de quelantes. Por isso, a metodologia de
pds-marcacao € a mais utilizada na pratica no desenvolvimento de
radiofdarmacos que tém peptideos como substrato (Liu, 2008; Liu e
Edwards, 1999).

A escolha do BFC é uma etapa importante para o sucesso do
processo de radiomarcagao. O BFC pode ser ligado ao C-terminal ou N-
terminal da proteina via um espacador, se necessario. Também pode ser
ligado a cadeia lateral do peptideo ou incorporado no corpo do mesmo (Liu
et al, 1998).

Um BFC ideal é aquele que é capaz de formar um complexo
estavel com alto rendimento a uma concentracdo muito baixa do
conjugado BFC-biomolécula. Para que isto aconteca, o quelante bifuncional
deve estabilizar seletivamente um estado de oxidagcao intermediario ou
mais baixo do tecnécio, de modo que o complexo formado ndo esteja
sujeito as reacdes de oxido-reducdao. As mudancgas de estado de oxidacdo
in vivo sdo acompanhadas frequentemente de transquelacdo do °"Tc de
um complexo biomolécula-BFC-*™Tc para ligantes ou quelantes naturais
presentes nos sistemas bioldgicos. O BFC deve formar um complexo de

9MTc que tenha a estabilidade termodindmica e inércia cinética no que diz
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respeito a dissociacdo ou a liberacdo de *™Tc. O quelante bifuncional deve
formar complexo de °*™Tc com um ndmero minimo de isdmeros, uma vez
que formas isoméricas diferentes do quelante-*>"Tc podem conduzir a
propriedades bioldgicas e farmacocinéticas significativamente diferentes do
complexo biomolécula -BFC-**"Tc¢ (Liu, 2008).

Varios compostos tém sido utilizados como quelantes bifuncionais
na marcacdo de moléculas biologicamente ativas com °°™Tc e alguns deles
sao apresentados na FIG. 4. Estes incluem DTPA, compostos do tipo N,S»
(diamidatiol, monoamidamonoaminaditiol, diaminaditiol), triamidatiol,
(NsS), SDH, propileno amina oxima (PnAO), tetraaminas e HYNIC (Liu,
2008; Radiofarmacos receptor-especifico, 2005; Liu et al, 1998).
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Figura 4 - Estrutura do Tecnécio ligado a diferentes quelantes (adaptado

de Radiofarmacos receptor-especifico, 2005).
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A maior parte destes quelantes requerem condigdes drasticas de
radiomarcacao, tais como pH e temperatura elevados e, como
consequéncia, eles ndo podem ser aplicados na marcacao de polipeptidios
e proteinas. Dentre estes BFCs, o HYNIC apresenta interesse particular,
pois apresenta alta eficiéncia de marcacdao e resulta em complexos com
alta estabilidade (Liu et al, 1998).

O Etilenodicisteina (EC) é o exemplo de sucesso mais recente de
guelante do tipo diaminaditiol e tem sido amplamente estudado. Além do
tecnécio, este quelante pode ser utilizado em marcagdes com outros
radiometais, tais como indio e galio. O EC, quando radiomarcado com
9MTc em pH alto, forma um quelato estavel, que é rapidamente excretado
pelos rins, apresentando baixa retencdo renal e hepatica (Verbruggen et
al., 1992). Proteinas acopladas ao EC podem ser facilmente radiomarcadas
com °™Tc com alta pureza radioquimica e estabilidade (Yang et al, 2006;
Verbeke et al, 2002; Anderson et al, 1995).

3.5.1 Nucleos de tecnécio

Diferentes nucleos de tecnécio tém sido utilizados para
radiomarcacdo de biomoléculas, tais como anticorpos, fragmentos de
anticorpos, peptideos e ligantes receptor-especificos ndo peptidicos (Liu,
2008). Na FIG. 5 observam-se as estruturas dos nucleos mais utilizados na
radiomarcacdo de biomoléculas com tecnécio. Esses nlcleos sao
representados pelo 6xido de tecnécio (III), pelo tecnécio nitrido (III), pelo

tecnécio tricarbonila e pelo HYNIC-*°"Tc.
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Figura 5 - Estrutura dos nucleos comumente utilizados na radiomarcagao

de biomoléculas com tecnécio (adaptado de Liu, 2008).

3.5.1.1 Nicleo 6xido de tecnécio - [°"Tc=0]>"*

A maior parte das biomoléculas radiomarcadas com tecnécio
apresenta este nucleo, que é altamente estavel na presenca de um
quelante bifuncional adequado em solugao aquosa. Diversos BFCs tém sido
utilizados na obtencdo deste nucleo, observando-se diferentes geometrias
de coordenagao, tais como: MAG;, EC, PnAO, diaminodeditiol (DADS),
monoamidamonoaminaditiol (MAMA), além das sequéncias peptidicas Gly-
Ala-Gly-Gly e Gly-Ser-Cys. Estes BFCs se ligam ao °°™TcO, reduzido
rapidamente e formam o nlcleo [Tc=0]**, porém apresentam o
inconveniente de formarem isbmeros multiplos quando utilizados ligantes
do tipo NS(s.x), 0 que pode acarretar em alteragdes nas propriedades
farmacocinéticas do radiofarmaco. Na FIG. 6 observam-se as estruturas de

alguns complexos que apresentam o nulcleo [Tc=0]* (Liu, 2008).
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Figura 6 - Complexos com nucleo [Tc = 0]**: (A) [*°"TcO-d,/-HMPAO]°,
(B)[*°™TcO-L,L-EC], (C) [*°™TcO(MAG:)], (D) [**™TcO(glucoheptonato),]
(adaptado de Liu, 2008 e Verbeke et al., 2002).

3.5.1.2 Ncleo tecnécio nitrido - [*°™Tc=N]?*

O ligante nitrido € um poderoso doador de elétrons 1 e apresenta
uma alta capacidade para estabilizar o atomo de tecnécio em altos estados
de oxidacao. Quando o tecnécio apresenta o estado +V o nucleo formado é
isoeletrénico com o nucleo [Tc=0]3*. O nucleo [Tc=N]?* forma complexos
Tc(V)-nitrido com varios quelantes, tais como SDH e o DTCZ (N-metil,S-
metil-ditiocarbazonato). Para formar este nucleo, o ion Tc(V) se liga ao
dtomo de nitrogénio (N3) com ligacdo tripla, o que confere alta
estabilidade quimica frente a variagbes de pH, por exemplo. Na FIG. 7
pode-se observar a estrutura de alguns complexos que apresentam o
nicleo [Tc=N]** (Liu, 2008; Zhang e Wang, 2001).

O forte poder doador de elétrons 1 do grupo Tc=N quando

comparado ao Tc=0 é devido ao: (i) menor comprimento de ligacdo Tc=N
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em relagdo a ligagdo Tc=0; (ii) efeito trans labilizante mais forte causado
pelo nucleo [Tc=N], que resulta em complexos penta-coordenados ao invés
de hexa-coordenados, como no caso dos complexos Tc-oxo; (iii) ligante
terminal nitrido exerce maior efeito estérico produzindo angulos N=Tc-L
geralmente menores do que o O=Tc-L e a (iiii) ligagdes Tc-L mais longas
para o complexo nitrido, quando os estados de oxidagao e ligantes sao os

mesmos (Tisato et al., 1994).
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Figura 7 - Complexos de tecnécio utilizando o nucleo [Tc = NJ**: (A)
[TcN(Ph,PCH.CH>S)»1°,  (B)  [TcN(S.CNEt»)»]2, (C) heterocomplexo
assimétrico da forma [TcN(PXP)(XY)], (D)

[TcN(Ferroceneditiocarboxilato),]*

3.5.1.3 Nuacleo [*°™Tc (CO)s]*

Alberto e colaboradores (1998) foram os primeiros a descrever a
sintese do complexo [Tc(H20)3(CO)3]* por redugdo direta do TcO4; com
borohidreto de sédio em solugdo aquosa (FIG. 8). Neste nucleo

organometalico o tecnécio apresenta estado de oxidacdo +I com uma
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variavel quimica de coordenacgdo. Diversos quelantes podem ser utilizados
na formacdao deste nlcleo, entretanto quelantes monodentados e
bidentados geram complexos com baixa estabilidade em solugao, o que
resulta em alta ligacdo as proteinas e alta radiacdo de fundo, quando
presentes na circulacdo sanguinea. Em contrapartida, quelantes
tridentados formam complexos com alta estabilidade e rapido clareamento
sanguineo e nos outros 0Orgdos principais (Liu, 2008; Psimadas et
al.,2006).

— — o+
H,0
0.9 % NaCl/H,0;
NaBH,, Na,CO, H.O: wCO
" Te()O,] - H Qe S
Tartarato-Na-K 2 | co
1 atm CO, 30 min,
70 °C co

Figura 8 - Esquema de obtengao do nucleo tecnécio tricarbonila.

3.5.1.4 Nucleo [*°™Tc-HYNIC]

Este nlcleo foi primeiramente descrito por Abrans e
colaboradores em 1990 e desde entdo varios métodos para acoplar o
HYNIC as proteinas foram descritos na literatura. Visto que o HYNIC serve
como um ligante monodentado ou bidentado, um coligante € necessario
para completar a esfera da coordenacdo do °°™Tc(V). Varios coligantes tais
como o glucoheptonato, tricina, EDDA, e combinagdes como
tricina/fosfina, tricina/piridina tém sido utilizados. (Liu et al., 2002).
Babich e Fischamn (1995) foram os primeiros a demonstrar que o
coligante apresenta um papel importante na biodistribuicao do peptideo
radiomarcado e que, variando-se o coligante, ocorrem mudancgas

significativas na hidrofilicidade e farmacocinética do radiofarmaco.
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A tricina tem sido o coligante mais amplamente utilizado para
radiomarcacdao de proteinas com HYNIC. Conforme Liu e Edwards (1999),
o HYNIC requer duas moléculas de tricina para completar a esfera de
coordenacdo do tecnécio. Neste caminho, conjugados biomolécula-HYNIC-
9MTc tdm sido gerados com alto rendimento radioquimico e alta atividade
especifica em curto tempo de reagao. Porém, o uso da tricina como
coligante Unico acarreta, principalmente, em dois inconvenientes:
instabilidade em solugdo do complexo %°™Tc(HYNIC-BM)(tricina), e a
presenca de espécies multiplas em solucdao devido as diferentes

modalidades de ligagao entre o HYNIC e o coligante.

3.6 Controle Radioquimico

O controle radioquimico é a andlise qualitativa e quantitativa das
espécies radioativas presentes na amostra. Consiste na determinacao da
porcentagem da radioatividade presente na forma radioquimica desejada.
Um radiofarmaco deve ter pureza radioquimica superior a 90%, pois a
administracdo de espécies quimicas indesejadas de tecnécio-99m
aumentaria a captacdao da radioatividade nos orgdos nao-alvo,
comprometendo a aquisigao da imagem (Liu, 2008).

As impurezas radioquimicas sao determinadas, em geral, por
métodos cromatograficos. A cromatografia € um método fisico-quimico que
tem a capacidade de separar componentes de uma amostra, realizada pela
distribuicdo destes componentes entre duas fases. Uma das fases esta fixa
(fase estacionaria), enquanto a outra passa através dela (fase moével).
Durante a passagem da fase movel através da fase estacionaria (liquida ou
sélida), os componentes da amostra sdo distribuidos entre as duas fases,
de tal forma que cada um deles é seletivamente retido pela fase
estacionaria, resultando em uma migracdao diferencial que promove a

separacao (Collins et al., 2006).
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Os radiofdrmacos marcados com °°"Tc podem apresentar como
impurezas radioguimicas o pertecnetato de sddio (°°™TcO4), o tecnécio
reduzido e/ou hidrolisado (°°*™TcO, e *°™Tc(OH)s, respectivamente) e o

tecnécio ligado a subprodutos gerados no processo de radiomarcacao.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 Infraestrutura

O presente projeto foi desenvolvido nos laboratérios de Pesquisa
e Desenvolvimento de Radiofarmacos da Diretoria de Radiofarmacia
(DIRF), no laboratério de Cultivo Celular, laboratério de Radiobiologia e no
Biotério do Centro de Biotecnologia (CB), no Irradiador do Centro de
Tecnologia das Radiacdes (CTR), todos situados nas dependéncias do
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN). Todas as
instalagbes  dispunham  da infraestrutura necessaria para ©
desenvolvimento dos experimentos, contando com laboratérios equipados
para a realizacao da sintese quimica, manipulacao e irradiacao de células,

bem como das técnicas de radiomarcagcdo e manipulacdo de animais.
4.2 Materiais

4.2.1 Reagentes e Solugoes

v' [3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolina] - MTS, Promega Corp. (EUA);

Acido nicotinico, Aldrich (EUA);

Acido propilenodiaminotetraacético — PDTA, Aldrich (EUA);

Agua Milli-Q - Purificador Milli-RX 45, Millipore (EUA);

Anexina A5 humana, Bender MedSystems (EUA);

Anexina A5-HYNIC, National Cancer Institute-Frederick (EUA);
Brometo de etidio, Sigma (EUA);

Células PC-3 de adenocarcinoma de préstata humano, Hemocentro da
UNICAMP (Brasil);

A N N N RN
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Cloreto de estanho, Carlo Erba (Italia);

Diisopropiletinamina — DIPEA, Sigma (EUA);

Dihidrazida succinica - SDH, Sigma-Aldrich (EUA);

Etilenodicisteina — EC, ABX (EUA);

Laranja de acridina, FLUKA (EUA);

Meio de cultura RPMI 1640, Cultilab (Brasil);

Meosulfato de fenazina, Sigma (EUA);

Penicilina:estreptomicina, Gibco-Invitrogen (EUA);

Solventes diversos - grau analitico e grau HPLC, Merck (Brasil);

Soro fetal bovino, Cultilab (Brasil);

Tampao citrato dextrose pH 5 (ACD);

Tampao de ligacao (Hepes 10 mM, pH 7,4; NaCl 150 mM; KCI 5 mM;
MgCl, 1mM e CaCl; 18 mM);

Tampao fosfato/salina pH 7,5 (PBS);

Tampdo para CLAE (Tampao fosfato de sodio 0,05 M, NaCl 0,15 M e
NsNa 1 mM);

Tecnécio-99m - eluido do gerador IPEN-TEC na forma de solugdo de
pertecnetato de sdédio, IPEN-CNEN, (Brasil);

Tetrafluoroborato de O-(N-succinimidil)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio -
TSTU, FLUKA (EUA);

Tricina, Sigma (EUA);

tripsina bovina, Cultilab (Brasil).

4.2.2 Materiais, equipamentos e sistemas

v

AR NEEN

Agitador com aquecimento para tubos tipo eppendorf - Confort
eppendorf 1,5 mL, Eppendorf (EUA);

Agitador de tubos tipo vortex - Vertex (Brasil);

Agitador magnético com aquecimento - 725A Fisatom (Brasil);

Balanga analitica - M-220 Denver Instrument (EUA);

Centrifuga - CF 7D2, Himac Hitachi (Japao);
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Contador automatico tipo pogo, com cristal NaI(Tl) - D5002 Cobra 1II,
Packard-Camberra (EUA);

Cromatodgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) composto por sistema
modulado constituido por bomba LC-10 ATvp, controlador automatico
de gradiente FCV-10 AL, degaseificador DGU-20AS5, injetor automatico
de amostras SIL-10ADvp, detector UV SPD-10A e forno CTO-10 Avp.
Shimadzu (Japao);

Detector radioativo (camera de cintilagdo - Nal) do sistema CLAE -
Shell Jr. 1000/2000, Shell-usa (EUA);

Curiémetro - CRC-15R, Capintec (EUA);

pHmetro — Tecnopon (Brasil);

Irradiador de Co-60 - Yoshizawa Kiko (Japao);

Microscopio 6tico — E100, Nikon (Japao);

Microscopio de fluorescéncia — Carl Zeiss (EUA);

Leitor de microplacas - Dynatec, Model MR4000, (EUA);

Programa Biexp (México).

4.2.3 Outros

v

AR NN NN

Coluna Symmetry (RP-C;g) para cromatografia liquida de alta eficiéncia
250 x 4,6 mm, 5 um, Waters (Irlanda);

Coluna ultrahidrogel 120 para cromatografia liquida de alta eficiéncia
300 X 7,8 mm, Waters (Japao);

Coluna (RP-C4) para cromatografia liquida de alta eficiéncia 250 x 4,6
mm, 5 um, Vydak (EUA);

Instrumentos cirurgicos;

Membrana filtrante de poro 0,22 um - Millipore (EUA);

Micropipetas;

Nitrogénio gasoso - White Martins (Brasil);

Papel cromatografico Whatman 1MM, Whatman (Brasil);
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v' Suporte cromatografico de silica gel 60 em fibra de vidro (ITLC-SG),
Pall Corporation (EUA);

v' Suporte cromatografico de silica gel 60 em placa de alumina (TLC-SG),
Merck (Brasil);

v Vidraria e material plastico em geral.

4.2.4 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos, adultos sadios (8
a 12 semanas), pesando entre 25 e 35g (Biotério do IPEN-CNEN/SP). O
protocolo experimental foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do IPEN e realizado de acordo com as normas estabelecidas pela

Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratoério (SBCAL).

4.2.5 Células PC-3 derivadas de adenocarcinoma de prostata
humano

As células PC-3, derivadas de adenocarcinoma de proéstata
humano, foram cultivadas a 37° C e 5% de CO, em meio de cultura RPMI
1640, enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibidtico
(penicilina:streptomicina). Ao atingirem 80% de confluéncia na placa de
cultura, as células foram tripsinizadas e ressuspendidas em solucdo e

concentracdo variadas, conforme o ensaio realizado.

4.3 Métodos

4.3.1 Radiomarcacao da ANXA5

A ANXA5 foi radiomarcada com tecnécio-99m via grupamento
quelante do tipo SDH (Subbarayan et al, 2003), via grupamento quelante
bifuncional EC, utilizando uma metodologia inédita de derivatizagcao (Yang
et al., 2001 modificado) e posterior marcagao conforme descrito por Yang

e colaboradores (2001). Os resultados foram comparados com o0s obtidos
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para a marcacao da ANXAS5 utilizando-se o reagente formulado de ANXA5-
HYNIC obtido por doagao do “National Cancer Institute-Frederick” (EUA).
Neste trabalho avaliou-se comparativamente a viabilidade e a facilidade
das técnicas, de modo a escolher a metodologia de marcacdo mais
adequada a uma rotina de producao de anexina A5 radiomarcada, para

atender ao interesse da classe médica nuclear brasileira.

4.3.1.1 Técnica de radiomarcacao utilizando-se dihidrazida
succinica (SDH)

A um tubo tipo eppendorf adicionou-se 4,0 mg de dihidrazida
succinica (SDH), 4,0 mg de acido propilenodiaminotetraacético (PDTA),
20,0 mg de tricina e 2,0 mg de acido nicotinico. Apds uma suave agitagao,
adicionou-se 50 ug de cloreto de estanho diluido em &cido cloridrico 0,1
mol L'! e 185 - 259 MBq (5 - 7 mCi) de solucdo de pertecnetato de sddio
(*°*™TcO4) recém eluido e a reagdo prosseguiu por 10 a 20 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se 40ug de ANXAS5 em
solucao salina (NaCl 0,9%). A reacao permaneceu sob aquecimento de 90°
C por mais 15 a 30 minutos (Subbarayan et al., 2003). A anadlise da
pureza radioguimica das marcacoes foi realizada conforme descrito no
item 4.3.2.

Nesta fase estudaram-se os parametros que interferem na
reagao, tais como concentracao do estanho, tempo de reacao, massa do
PDTA, ordem de adicdo do coligante (tricina) e ligante ternario (acido
nicotinico) e massa da proteina.

A radiomarcacdao da ANXA5 por esta via envolve a obtencao do
intermedidrio ™ TcN-SDH, na primeira fase da reacdo. A porcentagem de
obtencdo deste intermediario foi avaliada por dois sistemas
cromatograficos. O primeiro deles foi a cromatografia ascendente,
utilizando solugdo NaCl 0,9% como fase moével e papel Whatman n° 1

como fase estacionaria e acetona como fase mdvel e suporte de silica gel
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(TLC-SG) como fase estacionaria. O segundo sistema utilizado foi a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando uma coluna de
fase reversa C-18 com um sistema de solvente gradiente de 0 - 50% até 3
minutos e de 50 - 70% até 13 minutos de metanol em agua, com fluxo de

1,0 mL mint.

4.3.1.2 Técnica de radiomarcacao utilizando etilenodicisteina (EC)

a. Obtencao do éster etilenodicisteina succinato

A ativacdao do EC pode ser realizada por esterificagcdao do seu
acido carboxilico por reacdao com Sulfo-NHS (N-hidroxisulfosuccinimida) e
EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida), conforme descrito por
Yang e colaboradores (2001).

Neste trabalho, a ativacdao do EC foi realizada por reagao com
tetrafluoroborato de O-(N-succinimidil)-N,N,N’,N’-tetrametilurénio (TSTU)
em meio basico, metodologia inédita para a derivatizagdo da ANXA5 com
EC e adaptada conforme os trabalhos de Davies e colaboradores (1995),
Oswald e colaboradores (1999).

A uma solugao aquosa de EC (pH 9,0) adicionou-se TSTU,
previamente dissolvido em acetonitrila, conforme as proporgoes
demonstradas na TAB. 5. Deixou-se reagir por 30 minutos a 60° C, sob
agitacao. A mistura foi entdo resfriada a temperatura ambiente e, em
seguida, adicionou-se a ANXA5 (TAB. 5). A reacao de derivatizacao
procedeu-se sob agitacdo, por 24 horas a 2 - 8° C, em geladeira. Apods
este periodo, a mistura foi dialisada por 48 horas a 2 - 8° C,
primeiramente com tamp&o fosfato de soédio 0,05 mol L! pH 8,5 nas
primeiras 24 horas (2 trocas) e depois com tampao fosfato de sddio 0,05
mol L' pH 7 nas 24 horas seguintes (2 trocas). A proteina derivatizada foi
aliquotada em fragdes de 40 pg, desconsiderando-se as perdas durante o

processo de didlise, e foi analisada por cromatografia liquida de alta
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eficiéncia, utilizando uma coluna de fase reversa C4 e um gradiente linear
de 0 a 100% de TFA 0,05% em acetonitrila como fase moédvel por 30
minutos a um fluxo de 1 mL min™,

As diferentes relagdes molares de ANXAS5:EC utilizadas nas

reagoes sao apresentadas na TAB. 5.

TABELA 5 - Massa de EC, TSTU, ANXA5 e relagdoes molares ANXA5:EC

utilizadas na derivatizagao da ANXA5 com o EC.

Massa de Relacao molar
Massa de EC Massa de TSTU
ANXA5 ANXAS5:EC
13,45 g 30,10 pg 80 ug 4,6 x 1072
13,45 mg 30,10 mg 300 ug 1,71 x 10™
13,45 mg 30,10 mg 80 ug 4,6 x 107

b. Radiomarcacdo do conjugado ANXA5-EC com °°™Tc

Ao frasco contendo a ANXA5-EC (40 pg) adicionou-se 0,5 mL de
solugdo de *°™MTc-pertecnetato (185 - 259 MBq) e 50 uL de solugdo de
cloreto de estanho (100 pg) preparado em HCl (0,1mol L?). Agitou-se
suavemente e incubou-se por 30 minutos a temperatura ambiente. A
andlise da pureza radioquimica das marcacdes foi realizada conforme

descrito no item 4.3.2.

4.3.1.3 Radiomarcacido do reagente de ANXA5-HYNIC com °™Tc

O reagente de ANXA5-HYNIC é composto por dois frascos, um
contendo solucdo de ANXAS5-HYNIC e outro a mistura tricina/estanho,
ambos armazenados a -20° C.

Retirou-se o0 reagente do freezer e esperou-se atingir a
temperatura ambiente para comecar a radiomarcacao. Adicionou-se 0,5

mL de solucdao de pertecnetato de sodio (1,11 a 1,85 GBq) ao frasco do
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ANXA5-HYNIC e agitou-se suavemente. Paralelamente, reconstituiu-se o
frasco de tricina/estanho com 3,0 mL de NaCl 0,9%. Coletou-se 30 uL da
solugao de tricina/estanho e adicionou-se ao frasco do
pertecnetato/ANXA5-HYNIC. Agitou-se suavemente e incubou-se por 15
minutos a temperatura ambiente. Este procedimento de marcacdao foi
baseado em procedimento descrito por Vanderrheyden (2007) e a analise
da pureza radioquimica das marcagdes foi realizada conforme descrito no
item 4.3.2.

4.3.2 Controle de pureza radioquimica das marcacgoes

A andlise da pureza radioquimica da ANXA5 radiomarcada com
9MTc foi realizada por cromatografia ascendente, utilizando-se diferentes
sistemas cromatograficos (TAB. 6), e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), utilizando como fase estacionaria uma coluna ultra-
hidrogel (7,8 x 30 cm) e como fase modvel tampao citrato dextrose

(tamp&o ACD) pH 5, por 30 minutos a um fluxo de 0,5 mL min™.
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TABELA 6 - Sistemas de CCD utilizados para andlise da pureza
radioqguimica das diferentes técnicas de radiomarcacdo da
ANXAS5 com ?°"Tc.

, R¢ da
Teécnica de n
. _ Suporte Solvente ANXAS5- Referéncia
radiomarcacao 99m
Tc
o ITLC-SG Salina 0,0 Subbarayan et
ITLC-SG Etanol 85% 1,0 al. (2003)
Acetato de
amonia Yang et al.
EC TLC-SG NI
1M:metanol (2001)
(4:1)
. Vanderrheyden
HYNIC ITLC-SG Tampao ACD 0,0
(2007)

NI=nao informado

4.3.3 Analise da Estabilidade
A estabilidade das ANXA5 radiomarcadas pelos diferentes
métodos foi analisada apds armazenamento a temperatura ambiente, a 2-

8° C em geladeira e incubagao a 37° C em soro humano.

4.3.3.1 Anadlise da estabilidade apdés armazenamento a
temperatura ambiente ou a 2-8° C

Incubou-se as misturas de radiomarcacdo a temperatura
ambiente ou a 2-8° C em geladeira por até 6 horas, retirando-se uma
aliquota apdés 30 minutos, 1, 2, 4 e 6 horas para analise da pureza
radioguimica por cromatografia em camada delgada, conforme descrito

anteriormente. Os ensaios foram realizados em duplicata.
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4.3.3.2 Analise da estabilidade em soro humano

Uma amostra de 10 mL de sangue humano colhido sem
anticoagulante foi centrifugada a 1372 x g por 10 minutos e
homogeneizada para liberagdao de coagulo de fibrina. Centrifugou-se
novamente por 10 minutos para separacao do soro. A 1 mL de soro
adicionou-se entdo 100 pL da ANXA5-°"Tc radiomarcada pelos diferentes
métodos e apds diferentes tempos de incubacdo a 37° C (1, 2, 4 e 6
horas) realizou-se o controle cromatografico em cromatografia em camada

delgada. Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.3.4 Determinacao do coeficiente de particao experimental (CP)

O coeficiente de particio da proteina radiomarcada pelos
diferentes métodos foi determinado conforme descrito por Durkan e
colaboradores (2007). Adicionou-se 25 uyL (6,4 MBq) da ANXA5
radiomarcada a um tubo contendo 3 mL de n-octanol e 3 mL de agua
destilada, pré-saturados por 24 horas. Agitou-se o tubo por uma hora e,
ap0s a separacao das fases aquosa e oleosa, coletou-se 10 uyL da fase
aquosa e 100 puL da fase oleosa para contagem em contador automatico

tipo poco. O coeficiente de particao foi determinado pela equacao:

cpm fase oleosa

ol ] (1)

cpm fase aquosa x 10

CP=log

4.3.5 Estudos de ligagao in vitro
A atividade bioldégica da ANX A5 radiomarcada pelos diferentes
métodos foi avaliada através de estudos de ligacao em células de tumor de

prostata humano (PC-3) com apoptose radioinduzida.
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As células PC-3 foram cultivadas a 37° C e 5% de CO, em meio
de cultura RPMI 1640 enriquecido com 10% de soro fetal bovino e 1% de
antibidtico (penicilina:estreptomicina). Ao atingirem 80% de confluéncia
na placa de cultura, as células foram tripsinizadas e ressuspendidas em

solucdo de 10° células mL ! de PBS em tubo tipo eppendorf.

4.3.5.1 Producao de apoptose radioinduzida em células PC-3

Para a obtencdo de apoptose, as células PC-3 (10° células mL™
de PBS, em tubo cobnico tipo eppendorf) foram irradiadas no Centro de
Tecnologia das Radiagbes (CTR) do IPEN, utilizando-se radiacdo gama
proveniente de um irradiador de Cobalto-60 cuja taxa de exposicao foi de
82,2 Gy h'!, no periodo em que as amostras foram irradiadas, utilizando-
se diferentes tempos de irradiacdao de forma a variar a dose absorvida (0 -
10 Gy), a fim de verificar a influéncia da dose na producao de apoptose.
Apéds a irradiacao, as células foram imediatamente transferidas para um
banho de gelo e, apds 30 minutos, reincubadas em placas de cultura a 37°
C e 5% de CO; em meio de cultura RPMI 1640 enriquecido com 10% de
soro fetal bovino e 1% de penicilina:estreptomicina por mais 48 horas.
Decorrido o tempo, foram realizados estudos para confirmar a producao de
apoptose nas células irradiadas, tais como coloracdo diferencial por
brometo de etidio/laranja de acridina e teste de viabilidade celular
utilizando-se o MTS ([3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5(3-carboximetoxifenil)-2-

(4-sulfofenil)-2H-tetrazolina]), descritos a seguir.

A) Coloracgao diferencial por brometo de etidio/laranja de acridina
O método de coloragao pelo brometo de etidio/laranja de acridina
(Mcgahon et al., 1995) permite diferenciar células viaveis daquelas em
processo de morte por apoptose ou necrose através da coloragdo
diferencial por fluorescéncia. Este método baseia-se na revelagdo das

células com a coloracdo do nucleo por brometo de etidio (BE) e laranja de



77

acridina (LA). A laranja de acridina intercala-se ao DNA, conferindo
aparéncia verde ao nucleo celular, sendo capaz de atravessar membranas
intactas. O brometo de etidio é incorporado majoritariamente por células
nao viaveis (com instabilidade de membrana), intercalando-se ao DNA
corando-o de laranja e ligando-se fracamente ao RNA, que se mostrara
com uma coloracao vermelha. As células vidveis com membrana intacta
apresentam nucleo uniformemente corado de verde pela LA. Por outro
lado, o BE marca muito fracamente ou muitas vezes nao marca, pois nao
atravessa a membrana integra. As células em apoptose inicial (membrana
ainda intacta) apresentam manchas verdes brilhantes no nucleo
(condensagcao da <cromatina) e ndo sao marcadas pelo BE;
morfologicamente observam-se alteracdes da membrana em decorréncia
da formacao de corpusculos apoptoéticos. Ja as células em necrose (lesdo
de membrana) apresentam um padrdao de coloragao uniforme, laranja-
avermelhada e ndo ha formacdo de corpos apoptoéticos. Possivelmente, as
membranas plasmaticas permanecam intactas durante o fendmeno
apoptético até os ultimos estagios, quando se tornam permeaveis aos
solutos normalmente retidos (Takahashi et. al., 2004).

As células PC-3 irradiadas e reincubadas foram tripsinizadas,
ressuspendidas conforme descrito no item 4.3.5 e procedeu-se a
coloracdo. A técnica de coloracdo diferencial constituiu em adicionar 10 pL
de uma mistura dos corantes fluorescentes laranja de acridina e brometo e
etidio (1:1), & 250 pL da suspensdo celular (10° células mL* em PBS). Este
procedimento foi realizado para as células irradiadas nas diferentes doses
(3 - 10 Gy) e nado irradiadas. As células coradas foram entdo
imediatamente colocadas sobre laminas de microscopia, previamente
lavadas e identificadas e, apdés montagem com laminulas, foram
analisadas por meio de teste cego, em microscopio de epifluorescéncia
com filtro triplo de excitacao (DAPI/FITC/Texas red) e de barreira (TBP).
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B) Teste de viabilidade celular com o MTS

A fim de avaliar a viabilidade metabdlica das células com
apoptose radioinduzida, realizou-se o ensaio com o MTS. O MTS é um sal
de coloracdao amarela capaz de captar elétrons em uma reacao de oxi-
reducdo, formando um produto de coloracdao roxa, soluvel em &agua
(formazan) na presenca de fenazina meosulfato (FIG. 9). O Formazan, por
sua vez, apresenta pico de absorcdo em 490 nm. Na presenca de células
metabolicamente ativas, o MTS é capaz de captar elétrons da cadeia
transportadora de elétrons, dentre outras reacdes de oxi-reducdo
celulares. A medida da absorvancia é uma medida do metabolismo e da
proliferacdo celular, sendo as duas grandezas diretamente proporcionais.
Uma vez sendo a apoptose um processo ativo, espera-se que a reducao na
viabilidade metabdlica celular seja proporcionalmente menor do que o
numero de células apoptéticas visualizadas apds coloracao com laranja de

acridina/brometo de etidio.

OCH,COOH - 1
Q/SOS OCH,COOH SO%
N
" ST
v X7
N

CHs CH.

MTS - Formazan

FIGURA 9 - Reacao de reducao do MTS a formazan.

As células PC-3 irradiadas, utilizando-se a dose previamente
determinada (6 Gy) nos estudos descritos no item A de 4.3.5.1, foram
ressuspendidas conforme descrito no item 4.3.5 e distribuidas em placa de

96 pogos (10* células/poco, 200 pL). Apds 48 horas de incubacdo a 37° C
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e 5% de CO,, o numero de células viaveis foi avaliado por coloragao com
MTS (Malich et al., 1997). O MTS (2 mg mL* em PBS) foi misturado na
proporcdo de 20:1 (v/v) com fenazina meosulfato (0,92 mg mL* em PBS).
Adicionou-se 20 pL dessa solucdo a cada poco da placa e apds 1 hora de
incubacdo a 37° C fez-se a leitura da absorvancia no comprimento de onda

de 490 nm utilizando-se o leitor de microplacas.

4.3.5.2 Estudo de ligacao

O estudo de ligagao foi realizado para avaliar se a metodologia de
radiomarcacao implicou em perda da capacidade da ANXA5 de reconhecer
células apoptoticas, ou seja, de se ligar aos residuos de fosfatidilserina
expostos na membrana das células apoptodticas. Apds a irradiagao,
utilizando-se a dose previamente determinada como ideal (6 Gy) pelo item
A de 4.3.5.1, as células foram ressuspendidas de acordo com o descrito no
item 4.3.5 e reincubadas por 48 horas. Decorrido este periodo, as células
foram tripsinizadas, ressuspendidas e aliquotadas em tubo cOnico tipo
eppendorf (2,2 x 10° células em 0,5 mL de PBS por tubo). Realizaram-se
os ensaios de ligacdo com as ANXA5-"Tc radiomarcadas pelas diferentes

metodologias.

A) Obtencao da curva de saturacao

Os tubos coOnicos contendo as células irradiadas foram
centrifugados a 1372 x g por 5 minutos. Desprezou-se o sobrenadante,
lavou-se com 0,5 mL de PBS e centrifugou-se novamente, desprezando o
sobrenadante. Em seguida, adicionou-se, uma solucao de tampao de
ligagdo contendo diferentes concentracdes da ANXA5-EC-*"Tc (10°-10°
cpm/200 pL). O ensaio foi realizado em triplicata para cada concentragao.
Incubou-se a 25° C por uma hora e entao se centrifugou trés vezes a 1397
x g por 5 minutos, desprezando-se e lavando-se novamente com 0,5 mL

de PBS a cada centrifugacdo. Ao final, os botdes de células foram contados
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em um contador gama tipo poco e a curva de porcentagem de
radioatividade incorporada em funcao da atividade adicionada foi
construida, a fim de se determinar a concentracdo da radioatividade da

anexina radiomarcada 6tima para realizacao dos experimentos.

B) Ensaio de ligacao

As células PC-3 irradiadas e ndo irradiadas (2,2 x 10> células em
0,5 mL de PBS por tubo) foram centrifugadas a 1372 x g por 5 minutos.
Desprezou-se o sobrenadante, lavou-se com 0,5 mL de PBS e centrifugou-
se novamente, desprezando-se o sobrenadante. Em seguida, adicionou-se,
em triplicata, uma solucdo de tampdo de ligacdo contendo 10® cpm em
200 pL da ANXA5-"Tc radiomarcada pelas diferentes metodologias.
Incubou-se a 25° C por uma hora e, ao final da incubagao, centrifugou-se
trés vezes a 1372 x g (3000 rpm) por 5 minutos, desprezando-se e
lavando-se novamente com 0,5 mL de PBS a cada centrifugagao. Os
botdes de células foram contados em um contador gama tipo pogo e a
porcentagem de ligacdo especifica (células irradiadas) e ndo-especifica
(células ndo-irradiadas) foram calculadas para cada uma das ANXA5-"°"Tc.

A FIG. 10 representa um esquema do ensaio de ligacao de

ANXA5-2"Tc as células apoptéticas.
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Figura. 10 - Sequéncia do ensaio de ligagdo de ANXA5-"Tc as células

apoptoéticas.
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4.3.6 Estudos in vivo

4.3.6.1 Estudos de biodistribuicao
A Dbiodistribuicdo da proteina radiomarcada pelas diferentes
técnicas propostas foi avaliada em camundongos Swiss sadios e com foco

de inflamagdo experimental.

A) Biodistribuicao em camundongos Swiss sadios

Os estudos de biodistribuicao foram realizados utilizando o
método invasivo. Injetou-se por via endovenosa caudal 0,37 MBqg (100
uCi) das ANXA5-"Tc radiomarcadas pelas diferentes metodologias e
diluidas em 100 pL de solucdo salina 0,9%. Apds 30 minutos, 1 ou 2 horas
os animais foram sacrificados por decapitacdo, os principais 6rgaos foram
retirados, lavados e pesados e avaliou-se a radioatividade em um contador
gama tipo pogo. Calcularam-se as porcentagens da atividade injetada por
orgao (% AI, EQ. 2) e por grama de 6rgao (% Al/g, EQ. 3) utilizando-se a
média das contagens da triplicata de um padrdo da atividade

administrada. Os ensaios foram realizados em quintuplicata.

o, Al = SPMOrgédo . 44

cpm padréo (2)
% Allg = P 07990 —x 100
peso orgao (g) x cpm padrao (3)

Para calculo da porcentagem de atividade injetada nos musculos
dos animais (% AI/musculo), retirou-se uma fracdo do musculo da coxa

dos camundongos, calculou-se a porcentagem de atividade por grama e
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assumiu-se o peso dos musculos como 40% (EQ. 4) do peso corpéreo do

camundongo (Jiménez, 2007).

cpm musculo x 40 x peso do camundongo (g) (4)

% Al/musculo = - .
peso do musculo (g) x cpm padrao

B) Biodistribuicdo em camundongos com foco de inflamacgao

Os animais com foco de inflamagao foram obtidos promovendo-
se lesao inflamatdria quimica pela inoculacdo de 0,1 mL de terebentina no
subcutaneo da coxa traseira direita do animal, uma hora antes da
administracdo do radiofarmaco. Injetou-se por via endovenosa caudal 0,37
MBg (100 pCi) das ANXA5-"Tc radiomarcadas pelas diferentes
metodologias e diluidas em 100 pL de solugao salina 0,9%. Apods 1,5 horas
os animais foram sacrificados por decapitacao, coletou-se o sangue e as
patas normal e inflamada foram retiradas e analisadas quanto a
radioatividade em um contador gama tipo pogo. Calcularam-se as razoes
entre a captagao na pata inflamada e pata normal e entre captacao na

pata inflamada e sangue dos animais para as diferentes ANXA5->"Tc.

4.6.3.2 Estudos farmacocinéticos em camundongos Swiss sadios
Denomina-se farmacocinética a relacao entre a administracao de
um farmaco, sua distribuicdo no decorrer do tempo e a concentragao
alcancada nas diferentes partes do organismo (Wilkinson, 2003). A
farmacocinética  estabelece relagdes muito estreitas com a
farmacodindmica. Esta, fundamentalmente, estuda os mecanismos de
acao dos farmacos e seus efeitos farmacoldgicos. O conhecimento
farmacocinético de um farmaco determina, entre outros, dados
importantes como: (a) condigdes para seu uso adequado; (b) previsao de
outros efeitos em potencial, como, por exemplo, efeitos adversos,

especialmente no caso de acumulo do farmaco em um determinado
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compartimento; (c) determinagdo dos mais importantes sitios de

biotransformacao; (d) determinacao das vias de eliminagao (Lara, 1985).

No estudo farmacocinético é de grande importéncia o conceito de
compartimento, que tem conotagdo puramente matematica e nem sempre
corresponde a espaco organico definido. Exemplo disto é a distribuicao,
apos determinado tempo, de um farmaco na agua total do corpo. Como a
agua é constituinte de todos os elementos organicos, o compartimento da
agua total do organismo € enorme e supera numericamente os valores

definidos do volume plasmatico ou do volume sanguineo (Lara, 1985).

A analise da farmacocinética das ANXA5 radiomarcadas pelas
diferentes metodologias foi realizada por método ndo invasivo. Injetou-se
por via endovenosa caudal 0,37 MBq (100 pCi) das ANXA5-"Tc diluidas
em 100 pL de solucado salina 0,9% e, apds diferentes tempos (5, 10, 30,
60 e 120 minutos), coletou-se 60 pL de sangue pelo plexo orbital dos
camundongos utilizando um tubo capilar heparinizado. A radioatividade no
sangue foi determinada utilizando-se a média das contagens da triplicata
de um padrao da atividade administrada e foi expressa em porcentagem
da atividade injetada por mililitro de sangue (% AI/mL sangue, EQ. 5) e
em porcentagem da atividade injetada no sangue total (% Al/sangue, EQ.

6). Os ensaios foram realizados em quintuplicata.

cpm sangue coletado (5)

% Al/mL sangue = o 0.06 x 100
cpm padrao x 0,

(6)

cpm sangue coletado

% Al/lsangue = n
cpm padrao x 0,06

X Volemia x 100

O volume total de sangue (volemia) do camundongo foi assumido

como 7,78% do seu peso corporeo (EQ. 7) (Jiménez, 2007).
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Volemia (mL) = Peso do camundongo (g) x 0,0778 (mL g’ (7)

Os parametros farmacocinéticos foram calculados utilizando-se o
programa Biexp (Murphy e Tonantzintla, 1991). Este programa é util para
modelar dados experimentais de decaimento radioativo, por meio de um
modelo matematico de distribuicdo bicompartimental, que aproxima o
clareamento sanguineo para um modelo com duas exponenciais, uma de
decaimento rapido e outra de decaimento lento. Esta decomposicao
fornece uma série de dados que traduzem a cinética do radiofarmaco,
como as constantes de transferéncia entre compartimentos (ki . e k1), a
constante de eliminagao (kss), € a de meia-vida nas fases rapida (T1/24) €

lenta (Tl/zg).

4.6.4 Analise Estatistica

Para a analise dos dados obtidos neste trabalho foi utilizada
estatistica descritiva e os resultados expressos em média + desvio padrao.
Para a comparacgao entre as médias foi utilizado o teste t de Student, teste
paramétrico para a comparacdao de dois grupos independentes. Nas
analises as diferencas foram consideradas significantes para p < 0,05.

Todas as analises foram realizadas utilizando o software ORIGIN 7.5.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Técnica de radiomarcacao da anexina A5 utilizando a SDH

5.1.1 Obtencao do intermediario °°™TcN-SDH

A obtencdo do ntcleo *™TcN*2 baseia-se na reagdo do *°™TcOy4
com SDH, na presenca de cloreto de estanho como agente redutor,
formando o complexo intermediario ™" TcN-SDH, que libera prontamente o
nicleo [*°™Tc=N]*? para um ligante apropriado (no caso a ANXAS5) numa
reacao de substituicido. A SDH é um eficiente doador de atomos de
nitrogénio na forma N*. Para ligar este nlcleo a uma biomolécula é
necessaria a utilizacdo de um sistema tetradentado, a fim de preencher os
sitios de ligacdo do ?°™Tc(V). Desta forma, o nucleo [**™Tc=N] coordenado
a um sistema de coligantes é capaz de conjugar-se a biomolécula. Uma
ampla classe destes complexos € formada por dois ligantes bidentados
ligados ao nucleo [*°™Tc=N], podendo resultar em complexos simétricos ou
assimétricos. Estes complexos podem ser representados pelas formulas a
sequir:

simétricos - [Tc(N)(L),]"*/%"
assimétricos — [Tc(N)(L)(L")]"*+/%n

onde:
L e L’ sdo ligantes bidentados diferentes

n é um integrador

Nesta reacgao, estudou-se o efeito da concentracdo do estanho e
do tempo de reacdo na obtencdo do intermedidrio ®°™TcN*2 e os resultados

encontram-se resumidos na FIG. 11. As reacdes foram realizadas na
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presenca de 4 mg de SDH, 4 mg de PDTA, 20 mg de tricina e 2 mg de
acido nicotinico, onde se observa que a porcentagem de obtencdo do
intermediario foi significativamente maior quando o tempo de reacdo foi
20 minutos, sendo que entre 25 e 500 pg de SnCl;, as diferencas entre as

porcentagens nao foram significativas.

100 - m10 m!n
020 min
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¢
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FIGURA 11 - Efeito da concentracdo do estanho e do tempo de reacdo na

obtencdo do intermediario " TcN*? (n=6).

Avaliou-se também o efeito da variacdo na massa do PDTA sobre
o rendimento da obtencdo do intermediadrio *°"Tc-SDH, mantendo-se
constantes a massa de SDH (4 mg), de SnCl; (250 pg), de tricina (20 mg)
e de acido nicotinico (2 mg). O PDTA ¢é utilizado para prevenir a
precipitacao dos ions de estanho na forma de sais insolUveis (Mang’era et
al, 1996). Os resultados da andlise de variacao da massa do PDTA na
porcentagem de formacao do intermedidrio encontram-se na TAB. 7.
Pode-se observar que na auséncia de PDTA ha uma menor formagdo do
intermediario, possivelmente devido a maior formacdo de espécies

coloidais de tecnécio-99m. A condicdo que conferiu uma maior
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porcentagem de formacgdo de °™Tc-SDH foi aquela em que se reagiu 4 mg
de PDTA com as massas dos reagentes citados anteriormente por 20
minutos. A massa de 4 mg de PDTA foi originalmente utilizada por
Subbarayan e colaboradores (2003) em seus experimentos para marcacao

da ANXA5 com *°™Tc utilizando o nucleo [*°™Tc=N].

TABELA 7 - Efeito da variacao na massa de PDTA sobre a formagao do

intermedidrio *°*"TcN-SDH.

% Atividade do Intermedidrio *°™TcN-SDH
Massa de PDTA (mg)
10 minutos de reacgao 20 minutos de reagao

26,55 + 7,27 24,69 = 4,59
79,20 £ 6,57 95,45 + 2,37
8 73,75 £9,86 81,41 +7,04

n=4

Subbarayan e colaboradores (2003) utilizaram a tricina e o acido
nicotinico como coligante e ligante ternario, respectivamente, na
radiomarcagdo da ANXA5 com o nlGcleo °°™Tc=N. Estes autores
introduziram estes reagentes na fase de obtencdao do intermediario.
Entretanto, diversos autores (Lu et al, 2007; Zhang et al 2002; Zhang et
al 2001) nao descreveram a utilizacdo de coligantes e ligantes ternarios na
formacao deste nucleo, introduzindo estas espécies, quando necessario, na
fase de acoplamento do intermediario ao substrato. Sendo assim, no
presente estudo, avaliou-se também o efeito da auséncia da tricina e do
acido nicotinico sobre a formacdo do “™TcN-SDH. N3o se observou
diferenca significativa (p = 0,09), obtendo-se um rendimento radioquimico
do intermediario de 98,23 * 0,33% na auséncia desses reagentes e 95,45

+ 2,37% na presenca deles (n = 4).
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O perfil de CLAE do intermediario formado na condigdo em que se
reagiu 4 mg SDH, 4 mg de PDTA, 250 ug de SnCl,, 20 mg de tricina e 2
mg de acido nicotinico é apresentado na FIG. 12. O resultado confirmou o
alto rendimento de obtengdo do intermediario. Além disso, o **™TcN-SDH
foi facilmente separado do °°™TcO4 devido as diferencas entre seus

tempos de retengao (TR).

g TR = 2,55
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FIGURA 12 - Perfil de CLAE (radioativo) do **™TcO4 (A) e **™TcN-SDH (B);
coluna: C-18 4,6 x 250 mm,5um; solventes gradiente de 0 - 50% até 3
minutos e de 50 - 70% até 13 minutos de metanol em agua; Fluxo: 1,0

mL min™?.
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5.1.2 Acoplamento do °°*™TcN-SDH a proteina

Nesta fase de acoplamento do intermediario a proteina algumas
variaveis foram estudadas, dentre elas o tempo de reacdo, a massa, a
ordem de adicdo do coligante e do ligante ternario e a procedéncia da
proteina. Entretanto, os rendimentos de marcacdao obtidos foram
despreziveis. Portanto, ndo se obteve sucesso na fase de acoplamento do
intermediario a proteina. Apesar de comprovada a formacdo do
intermediario utilizando-se metodologia de cromatografia em camada
delgada (Tab. 7) e CLAE (FIG. 12), com rendimento superior a 95%, o
rendimento de incorporacao do intermediario a proteina foi desprezivel,
conforme pode ser observado na FIG. 13. Nesta figura, ndo se observa
diferenca nos perfis obtidos para o intermedidrio e para a proteina
radiomarcada, utilizando-se 80 pg da ANXA5 e 30 minutos de reagao,
indicando que a marcagdao da proteina ndo ocorreu, restando apenas o

proprio intermediario no meio de reacgao.
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FIGURA 13 - Perfil de CLAE (radioativo) do °*™TcN-SDH (A) e da mistura
de marcacdo supostamente contendo ANXA5-SDH-?°"TcN (B); coluna:
ultrahidrogel 7,8 X 30 cm; Tampao fosfato de sédio 0,05M, NaCl 0,15M e

N3Na 1mM (sistema isocratico); Fluxo: 0,5mL min™.
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Conforme previamente descrito, a anexina A5 é uma proteina
sensivel a temperaturas elevadas, nas quais se observa desnaturacao
progressiva e subsequente perda da sua atividade bioldgica
(Reutelingsperger et al., 2004; Lahorte et al., 2004). O aquecimento a
90°C por 15 a 30 minutos pode ter provocado alteragbes estruturais na
proteina que inviabilizaram a sua ligacao ao intermediario, afetando os
sitios protéicos responsaveis pela ligagao.

Segundo Subbarayan e colaboradores (2003), no presente
método o nucleo °*"TcN*? se liga & ANXAS via residuos de cisteina ou
histidina. A molécula desta proteina apresenta apenas um residuo de
cisteina e dois de histidina, o que pode ter dificultado a interagdo do
nicleo *™TcN*2 com a proteina. O método talvez lograsse maior sucesso
para marcacao de fragmentos de proteinas modificadas, contendo residuos
de Cys ou His introduzidos para facilitar a complexagao com tecnécio-99m
na radiomarcagao, conforme descrito por Mukherjee e colaboradores
(2006).

5.2 Técnica de radiomarcacao da anexina A5 utilizando reagente
formulado de HYNIC-ANX A5

A ANXAS radiomarcada utilizando o reagente formulado foi obtida
em um curto tempo de marcagao (15 minutos) e com alta pureza
radioquimica de 92,66 + 0,56%. O experimento foi realizado em triplicata.
Na FIG. 14 apresenta-se o perfil esquematico das cromatografias em ITLC-
SG, nas quais a ANXA5-HYNIC->°"Tc apresenta Rr 0,0.

Desta forma, ao analisar os perfis cromatograficos em camada
delgada da ANXA5-HYNIC-°™Tc, observa-se, conforme descrito por
Vanderrheyden (2007), que a proteina radiomarcada apresenta Rf 0,0 no
solvente ACD. A ANXA5-HYNIC-*°"Tc também permaneceu no ponto de
aplicacdo da amostra na fita cromatografica para o solvente etanol 85%.

Entretanto, este mesmo sistema, quando utilizado por Subbarayan e
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colaboradores (2003) na marcacao da ANXA5 pelo método do SDH,
apresentou R¢ 1,0 para a proteina radiomarcada. A diferenca observada no
desenvolvimento cromatografico das ANXA5 marcadas pelos diferentes
métodos sugere que o método de marcacao pode resultar em diferengas
significativas na polaridade da proteina e conseqiente afinidade pela fase
movel utilizada.

No sistema cromatografico empregando o acetato de
amonio:metanol (4:1), a ANXA5-HYNIC->°"Tc também apresentou R; 0,0.
Este sistema cromatografico foi utilizado por Yang e colaboradores (2001)
na marcacdo da ANXA5 pelo método do EC. Os autores, entretanto, nao
informaram o Rf das espécies radioquimicas presente na mistura de

reacgao.
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FIGURA 14 - Perfil esquematico da cromatografia em ITLC-SG da ANX A5-
HYNIC->*"Tc e possiveis impurezas da reacdo utilizando diferentes

solventes.
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O perfil de CLAE da ANXA5-HYNIC-*"Tc pode ser observado na
FIG. 15. O cromatograma obtido utilizando o detector de radioatividade
demonstrou um pico principal, correspondente a espécie radioquimica
ANXA5-HYNIC-°"Tc (TR=11,45 min) e comprovou a alta eficiéncia de
marcacao evidenciada em ITLC-SG. Neste mesmo sistema cromatografico,
porém empregando-se fluxo de solvente 1,0 mL/min, a espécie *°MTcO4
apresentou tempo de retencdao 71,73 minutos (FIG 16). O fluxo foi
alterado devido a alta interacdo desta espécie com a coluna, o que pode

ser observado por seu alto tempo de retencgao.

TR = 11,45 min

Tempo (minutos)

FIGURA 15 - Perfil de CLAE (radioativo) da Anexina A5-HYNIC-2"Tc;
coluna: ultrahidrogel 7,8 X 30 cm; Tampao fosfato de sédio 0,05M, NaCl

0,15M e N3Na 1mM (sistema isocratico); Fluxo: 0,5mL min™t.
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TR = 71,73 min.
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FIGURA 16 - Perfil de CLAE (radioativo) do °°™TcO4’; coluna: ultrahidrogel
7,8 X 30 cm; Tampdo fosfato de sdédio 0,05M, NaCl 0,15M e N3Na 1mM

(sistema isocratico); Fluxo: 1mL min™t.

5.3 Técnica de radiomarcacao utilizando o EC

5.3.1 Obtencao do éster succinato e derivatizacao da ANXA5 com o
EC

O composto etilenodicisteina (EC) foi convertido em seu éster
succinato por tratamento com TSTU em meio basico (pH 9,0). O TSTU e
outros sais de uranio tém sido utilizados para formar ésteres NHS de
moléculas de baixo peso molecular em sistemas de solventes
organico/aquoso. O solvente utilizado para dissolver o TSTU foi a

acetonitrila, que é um solvente aprotico e nao nucleofilico. A reacdo
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converteu o acido carboxilico do EC em seu éster succinato, que pode

ligar-se covalentemente a grupos amino livres (FIG. 17).
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FIGURA 17 - Esquema de obtencdo da ANXA5-EC->°"Tc.

A ANXA5 possui 21 residuos de lisinas livres, nas quais pode
ocorrer a incorporacao do EC. A conjugacao do éster succinato de EC a
esta proteina se da via residuos de lisina ou grupos amino livres (Biechlin
et al, 2008; Yang et al, 2001). Nesta etapa de derivatizagao, estudou-se a
influéncia da massa da proteina sob o produto formado na reagao de
conjugacao, utilizando-se 3 relacdes molares de proteina:quelante. Os
tempos de retencdo em cromatografia liquida de alta eficiéncia observados
para as ANXA5-EC obtidas em duas das trés relacdes molares utilizadas,
bem como para a anexina nao derivatizada, sao apresentados na TAB. 8.
No sistema utilizado, observou-se diferenca de polaridade entre as ANXA5-

EC produzidas nas diferentes relacdes proteina:quelante analisadas.
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TABELA 8 - Tempos de retencao em CLAE (detetor UV, 220 nm) das
ANXA5-EC derivatizadas utilizando diferentes relacoes
proteina:quelante em coluna C; e gradiente linear de 0 a
100% de TFA:acetonitrila 0,05% em TFA:agua 0,05% como

fase movel por 20 minutos.

Relagao molar .
Tempo de retengao

Espécie ANXAS5:EC da .
. . . (min)
derivatizagao
Anexina - 16,97
AnxA5-EC 1,71 x 10 15,05
AnxA5-EC 4,6 x 107 12,13

O EC é um quelante bifuncional que apresenta carater fortemente
polar. A incorporacdo de um numero maior de quelantes pela proteina
resultara, provavelmente, em um produto menos lipossoluvel. Ao se
utilizar como fase estaciondria um sistema de fase reversa com uma
coluna C4 e, considerando o mesmo gradiente de fase médvel, o produto
que apresentar menor tempo de retencao (TR) serd também o que
apresenta um carater mais polar. Observa-se, pelos dados contidos na
TAB. 8, que a anexina que apresenta menor TR é aquela que foi
derivatizada com uma menor relagdo molar proteina:quelante, ou seja,
com proporcionalmente uma maior quantidade do éster etilenodicisteina
succinato na reacdo, indicando ser a anexina mais polar provavelmente

devido a uma maior incorporacao de quelantes por proteina.

5.3.1 Radiomarcacdo da ANXA5-EC com °™Tc
Os radiofarmacos marcados com *°™Tc podem apresentar como

impurezas radioguimicas o pertecnetato de sédio (°°™TcO.), o tecnécio
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reduzido e/ou hidrolisado (°°"TcO, e °°*™Tc(OH)s;, respectivamente) e o
tecnécio ligado aos subprodutos gerados no processo de radiomarcagao.

O processo de radiomarcagao utilizando o quelante bifuncional EC
se mostrou eficiente e rapido. As porcentagens das espécies envolvidas na
reagao de radiomarcacao, calculadas a partir de sua migragao nos
sistemas cromatograficos citados anteriormente, podem ser observados na
TAB. 9.

TABELA 9 - Avaliacao por ITLC-SG da ANXAS5 radiomarcada pelo método
do EC, utilizando as diferentes relacdes molares ANXA5:EC -
porcentagem das diferentes espécies radioquimicas

identificadas para os diferentes solventes.

Acetato de
Etanol 85% . ACD
Amonio:Metanol (4:1)

Rf=0,0 Rf=1,0 Rf=0,0 Rf=1,0 Rf=0,0 Rf=1,0

ANXA5-EC-2°"Tc (ANXA5:EC = 4,6 x 107%)

98,4+04 16+04 |945+1,7 55+1,7 | 53+1,0 94,7+1,0
ANXAS5-EC-2°"Tc (ANXA5:EC = 1,71 x 10™%)

98,5+0,8 1,5+0,8 |32,2+11,5 67,8+11,5| 4,1+1,6 959+1,6
ANXA5-EC-2°"Tc (ANXA5:EC = 4,6 x 107°)

979+16 2,1+16 | 2,809 972+0,9 | 2,0+1,4 98,0+1,4

Yang e colaboradores (2001) relataram pureza radioquimica para
a ANXA5 radiomarcada via EC de 100%, porém a metodologia
desenvolvida por estes autores envolve uma etapa de purificagao, a qual
nao foi utilizada em nossos estudos, tendo em vista a alta pureza
radioquimica observada nas radiomarcacoes.

Considerando-se a possibilidade de a didlise realizada ndo ter

sido totalmente efetiva, outra impureza apds a marcacao, além do TcO; e
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0 TcO4 , poderia ser o produto da complexagdo do éster de EC com *°™Tc.
Na FIG. 18 apresenta-se o perfil esquematico das cromatografias em ITLC-
SG de todas as marcagbes empregando razdes ANXAS5:EC diferentes,

ressaltando o R¢ das espécies radioquimicas identificadas.
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FIGURA 18 - Perfil esquematico da cromatografia em ITLC-SG da ANXA5-

EC-"Tc e possiveis impurezas da reacgdo utilizando diferentes solventes.
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As marcacdes da ANXA5 pelo método do EC, utilizando-se
diferentes razdes molares de proteina:quelante (4,6 x 102, 1,71 x 10% e
4,6 x 10°) foram analisadas por CCD utilizando-se os trés sistemas
cromatograficos descritos na literatura (FIG. 18).

A anadlise dos perfis em ITLC-SG da mistura de reacdo da
marcacdo da anexina A5 com 2°™Tc utilizando EC como quelante
bifuncional empregando-se ACD e Etanol 85% como fase moével mostrou
uma inversdao dos valores de R em relacdo aos descritos na literatura
(TAB. 6) para a anexina A5 radiomarcada utilizando-se a metodologia do
HYNIC (Vanderheyden, 2007) e SDH (Subbarayan et al.,2003),
respectivamente, nas trés razoes molares ANXAS5:EC estudadas. A
inversao observada na cromatografia de camada delgada pode decorrer da
diferenca de polaridade das ANXA5-EC, uma vez que a lipofilicidade da
amostra influencia na afinidade do produto pela fase moével empregada.
Vale a pena lembrar que a ANXA5-HYNIC-*"Tc também apresenta
inversao de perfil no solvente etanol 85%, quando comparado aos
resultados descritos na literatura para a proteina radiomarcada com o
método do SDH (comparando-se os resultados da FIG.14 com os dados de
literatura da TAB. 6).

A cromatografia em ITLC-SG utilizando acetato de
amonio:metanol como fase médvel foi anteriormente utilizada por Yang e
colaboradores (2001) para determinacdo da pureza radioquimica da
radiomarcacdo da anexina A5 com tecnécio-99m utilizando o éster
succinato de EC como agente quelante. Os autores, entretanto, nao
descreveram o Rf neste sistema cromatografico das espécies radioquimicas
geradas. Neste trabalho, verificou-se que na radiomarcagao da ANXA5 de
menor razdo proteina:EC (4,6 x 107°), a espécie radioquimica de maior
porcentagem corre juntamente com a frente de solvente (Rf=1,0).
Entretanto, o aumento na relagdo molar proteina:EC (4,6 x 107) provoca

uma inversao no perfil em ITLC-SG, sendo que a espécie radioquimica em
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maior porcentagem permaneceu na origem da fita. Considerando-se que
alteragdbes na polaridade podem promover mudangas nos perfis
cromatograficos em CCD, conforme ja discutido anteriormente, esses
achados estdo de acordo com os resultados de CLAE (UV) da ANXA5-EC
obtida nas razes molares de 1,71 x 10% e 4,6 x 107>, os quais mostraram
diferenca de polaridade entre as ANXA5-EC produzidas nas relagdes
proteina:quelante analisadas. A anexina A5 apresenta 21 residuos de lisina
livres, nos quais pode ocorrer a incorporacao do EC. Este quelante
apresenta carater fortemente polar, permitindo supor que a incorporagao
de um numero maior de quelantes pela proteina provavelmente resultara
em um produto menos lipossoluvel.

Diante desses resultados, foram realizadas  analises
cromatograficas adicionais das misturas de radiomarcacdao em CLAE,
utilizando coluna de exclusdao molecular, com o intuito de confirmar as
hipéteses surgidas na anadlise anterior. Observou-se que, independente da
relacdo proteina:quelante utilizada, o tempo de retencdo da espécie
radioguimica obtida (FIG. 19) é similar ao obtido para ANXA5-HYNIC-2°"Tc
(FIG. 15). Como se sabe, a coluna de exclusao molecular separa as
espécies em funcdao do peso molecular. Sendo assim, podemos supor que
apesar da incorporacdao de um maior nimero de grupamentos EC por
molécula de proteina promover alteragdes significativas na polaridade da
molécula de anexina A5, ndao se observou alteragdes significativas no
tempo de retencdao da proteina no sistema cromatografico de CLAE
empregado.

Pode-se supor que a diferenca no peso molecular das proteinas
derivatizadas em diferentes raz0es proteina:quelante seja pequena, ao
menos para a resolugao da coluna empregada. Por outro lado, os picos de
CLAE apresentaram-se alargados (FIG. 19), sugerindo ainda a presenca de
espécies com peso molecular diferentes, porém préximos, dentro de uma

faixa nao resolvida pelo sistema cromatografico utilizado.
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FIGURA 19 - Perfil de CLAE (radioativo) da ANXA5-EC->°"Tc nas relacdes
molares estudadas 1072(A); 10 (B); 10 (C); utilizando coluna de
exclusdo molecular ultrahidrogel (7,8 X 30 cm); Tampao fosfato de sédio
0,05M, NaCl 0,15M e N3Na 1mM (sistema isocratico); fluxo 0,5mL min™.

Os demais estudos com a ANXA5-EC foram realizados utilizando

as razdes molares proteina:quelante 4,6 x 1072 e 4,6 x 107, abandonando
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a relacdo 1,71 x 10™* que apresentou duas espécies radioativas de ANXA5-
EC-**"Tc em CCD utilizando acetato de Aménio (1 mol L'!):metanol (4:1)
como solvente. Foram realizadas radiomarcacdes da ANXA5-EC apos trés
meses da reacao de derivatizagao. Os resultados mostraram que a razao
molar ANXA5:EC de 4,6 x 1072 apresentou maior estabilidade quando
estocada a -20 °C quando comparada a razdo molar ANXA5:EC de 4,6 x
10, ja que apresentou pureza radioquimica de 98,66 + 0,76
estatisticamente significativamente maior (p=0,0013) do que a ANXA5-EC-
%M™Tc (107) de 86,13 + 4,39,

5.4 Analise da Estabilidade

5.4.1 Anadlise da estabilidade ap6s armazenamento a temperatura
ambiente

A estabilidade da ANXA5-HYNIC-2°"Tc, ANXA5-EC -°"Tc (1072) e
ANXA5-EC-*"Tc (107°) foi avaliada em temperatura ambiente por um
periodo de até 6 horas (FIG. 20). Dentre os compostos estudados, a
ANXAS5-EC-?"Tc (107) foi a que apresentou menor estabilidade, tendo sua
pureza radioquimica reduzida de 99,92 + 0,05 % para 81,74 + 0,01 % em
apenas 30 minutos. A ANXAS5-HYNIC-*"Tc apresentou pureza
radioguimica superior a 90% por até 4 horas. A ANXA5 radiomarcada que
apresentou maior estabilidade foi ANXA5-EC-*"Tc (107%), que apresentou
pureza radioquimica superior a 99% por até 6 horas. O resultado para a
ANXA5-HYNIC-°"Tc ndo difere do relatado por Boersma e colaboradores
(2003) em um estudo comparando a farmacocinética da ANXA5
radiomarcada com tecnécio utilizando os quelantes bifuncionais BTAP e i-
imino, em que os compostos obtidos se mantiveram estaveis por até 4

horas apos a preparagao.
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Estes mesmos autores descreveram que a ANXA5 radiomarcada
via HYNIC pode ser preparada rapidamente com uma maior estabilidade e
pureza radioquimica quando comparada com a ANXA5 radiomarcada via
BTAP e i-imino. Neste trabalho, observamos que a ANXA5-EC-2°"Tc (107?)
também pode ser produzida rapidamente, além de apresentar uma maior
estabilidade quando comparada com a ANXA5-HYNIC-"°"Tc.
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FIGURA 20 - Estabilidade da ANXA5-HYNIC-°"Tc, ANXA5-EC-°"Tc (107?)
e ANXA5-EC-2"Tc (10™°) em temperatura ambiente (n = 2).

Os resultados para a estabilidade da proteina radiomarcada via
EC nas diferentes relagdes proteina:quelante sugerem que o aumento da
incorporacao de quelantes pela proteina reduz sua estabilidade,
provavelmente por alteracdes conformacionais que acarretam a quebra da
proteina de forma tempo-dependente. Ao analisar o perfil de migracdo da

ANXA5-EC-*"T¢c (107°) em ITLC-SG apds armazenamento a temperatura
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ambiente (FIG. 21) por diferentes tempos, observa-se o aparecimento de
uma espécie radioativa que migra com Rf=0,4. O aparecimento dessa
espécie é tempo dependente e pode estar relacionado com a quebra da
proteina e ndo apenas com a descomplexacdo do *°™Tc, visto que o
radiometal migra com um perfil diferente do observado, conforme ja
demonstrado na TAB. 9. Nos outros sistemas cromatograficos estudados

nao foi observada alteracdo em relacdao ao perfil inicial (logo apds a

marcacgao).
100
—— 0
—&— 30 min
804 —4— 60 min
% 120 min
[ —— 240 min
5 604 —»— 360 min
S
=
240
iel
©
(L0}
4
< 20
0 4
T I T I T I T I T I T I
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Fator de Retencao

FIGURA 21 - Perfil de migragdo da ANXA5-EC-*™Tc (10™) em ITLC-SG e

etanol 85% a temperatura ambiente.
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5.4.2 Analise da estabilidade apds armazenamento a 2-8°C

A estabilidade da ANXA5-HYNIC-°"Tc, ANXA5-EC-*"Tc (107?) e
ANXA5-EC-*™Tc (10°°) foi avaliada apds incubacdo em geladeira (2-8° C)
por um periodo de até 6 horas (FIG. 22). O armazenamento das amostras
sob refrigeracdo ndo alterou sua estabilidade em relagdao ao
armazenamento & temperatura ambiente, exceto para a ANXA5-EC->°"Tc
(107), que teve sua estabilidade aumentada a partir de 60 minutos.
Entretanto, o composto ndo apresentou estabilidade adequada para
aplicagbes clinicas, visto que o radiofarmaco deve apresentar pureza
radiogquimica superior a 90% por pelo menos quatro horas. A presenca de
impurezas radioquimicas em alta porcentagem promove o acumulo da
radioatividade em 6érgaos ndo alvo, contribuindo para o aumento da

dosimetria e dificultando a visualizagao de areas de interesse.
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FIGURA 22 - Estabilidade da ANXA5-HYNIC-°"Tc, ANXA5-EC-°"Tc (107?)
e ANXA5-EC-?"Tc (107°) ap6s incubacdo a temperatura de 2 - 8° C (n=2).



108

5.4.3 Analise da estabilidade em soro humano

O estudo da estabilidade da ANXA5-HYNIC-*°™Tc, ANXA5-EC-
9MTc (107%) e ANXAS-EC->"Tc (107) foi realizado entre 1 e 6 horas apds
incubacdo do radiofarmaco em amostra de soro humano. A estabilidade no
soro foi maior para a ANXA5-HYNIC-°*"Tc e para a ANXA5-EC-°°"Tc (1072)
e permaneceu praticamente constante por até 4 horas de incubagdo,
reduzindo-se discretamente nas duas horas seguintes. Essa reducao foi
mais acentuada para ANXA5-HYNIC-*"Tc. Além disso, os resultados
confirmaram a menor estabilidade da ANXA5-EC-*"Tc (10°) também em
soro humano, o que torna a ANXA5-EC -°°™Tc (10°) mais adequada para a
viabilizacao de um reagente formulado para imagem de apoptose in vivo
(FIG. 23).
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FIGURA 23 - Estabilidade em soro humano da ANXA5-HYNIC-*°™Tc,
ANXA5-EC-*"Tc (107%) e ANXA5-EC-?"Tc (107°) (n=3).



109

5.5. Determinacao do coeficiente de particao (CP)

Os coeficientes de particdo experimentais da ANXA5-"Tc
radiomarcada pelas diferentes metodologias sao mostrados na TAB. 10. Os
resultados obtidos mostram variacao da lipofilicidade dos compostos
conforme o quelante bifuncional utilizado e a relagao proteina:quelante
durante o processo de derivatizacdao. Os valores encontrados para a
ANXA5 radiomarcada via EC demonstram que a ANXA5-EC-*"Tc (107)
apresenta um cardter mais polar do que a ANXAS5-EC-*™Tc (107),
confirmando a tendéncia anteriormente mostrada pela analise em CLAE
(TAB. 8). A ANXA5-HYNIC-**"Tc foi o composto menos polar,

provavelmente devido a maior lipofilicidade do quelante HYNIC.

TABELA 10 - Coeficiente de particdo (CP) n-octanol:dgua da ANX A5-2""Tc

radiomarcada pelas diferentes metodologias.

ANX A5-HYNIC- ANX A5-EC-2°"Tc ANX A5-EC-°°"Tc
- (107%) (10%)

CP -0,53 + 0,32 -1,43 £ 0,05 -4,27 £ 0,3

5.6 Estudos de ligacao in vitro

5.6.1 Producao de apoptose radioinduzida nas células PC-3

A inducao de apoptose nas células PC-3 foi realizada por meio de
radiacdo gama proveniente de um irradiador de Cobalto-60. Apds a
irradiacao, as células foram cultivadas por 48 horas. Decorrido esse
tempo, foram realizadas analises para deteccao e quantificagdo de células
em apoptose e/ou necrose, por meio da intercomparacao dos estudos de
coloracdo diferencial e do ensaio de viabilidade metabdlica utilizando o
MTS.
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Os resultados da coloracao diferencial por brometo de
etidio/laranja de acridina sdo apresentados na TAB. 11. Observou-se uma
diminuicdo do percentual de células viaveis, paralelamente ao aumento do
percentual de células apoptéticas, quando a dose de irradiacdo foi maior
ou igual a 6 Gy. Entretanto, o efeito citotdxico da radiagdo sobre as células

PC-3 ndo foi observado em doses menores do que 4 Gy.

TABELA 11 - Viabilidade das células PC-3 48 horas apds a exposicdo a

diferentes doses de irradiagao.

Namero Células Células em Células em
Dose de Viaveis apoptose necrose
(Gy) Células 0 . 0 0
Analisadas v & v " N "
0 527 462 87,67 42 7,97 23 4,36
2 213 181 84,98 7 3,29 25 11,74
4 202 177 87,62 12 5,94 13 6,44
6 403 176 43,67 197 48,88 30 7,44
8 198 52 26,26 140 70,71 6 3,03
10 387 87 22,48 291 75,19 9 2,33

Li e Franklin (1998) mostraram que as células PC-3 sao
altamente resistentes a radiacdao gama, uma vez que uma dose de 20 Gy
provocou apoptose em apenas 10% das células 24 horas apds a
irradiagcao. Neste trabalho observou-se que a dose de 6 Gy foi capaz de
provocar apoptose em aproximadamente 50% das células PC-3 irradiadas.
Essa maior porcentagem em relacdo aos dados da literatura pode decorrer
da maior taxa de dose durante a irradiacdo (1,3 Gy min™! versus 0,06 Gy
min! da literatura), que provavelmente impediu mecanismos de reparo

celular. Além disso, a alocacdo das células em gelo logo apods a irradiacao
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e 0 maior tempo decorrido para anadlise da apoptose (48 horas versus 24
horas da literatura) pode ter impedido a ativagao de mecanismos de
reparo e favorecido a visualizacao de apoptose ativada por falha nesses
mecanismos, respectivamente. A influéncia da taxa de dose, das condicdes
em que as células se encontram e do tempo decorrido apds a irradiacdo
para ativacao/observacao do reparo celular ja foram descritos por Blank e
colaboradores (1997).

A dose escolhida para a irradiacdao das células foi 6 Gy, dose na
gual se observa cerca de 50% de células apoptéticas e 50% de células
viaveis, fracbes adequadas para realizacdo do ensaio de ligagdao. Foi
realizado entdo o ensaio do MTS para esta dose, a fim de se verificar a
viabilidade metabdlica das células PC-3 irradiadas e de comprovar a morte

por apoptose. Os resultados sdao apresentados na FIG. 24.
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Figura 24 - Viabilidade metabdlica das células PC-3 48 horas apds a
irradiacdo com 6 Gy. A viabilidade metabdlica foi medida pelo teste com o
MTS.
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Observou-se uma reducgao de 23,62% na viabilidade metabdlica
das células irradiadas com 6 Gy, em relacdao as células ndo irradiadas, 48
horas apds a irradiacao. Esse resultado sugere, mais uma vez, a indugao
da apoptose nas células PC-3 pela radiacdo ionizante, uma vez que, apesar
de apds 48 horas apenas 43% das células permanecerem viaveis, seu
metabolismo ainda corresponde a 76% do metabolismo das células nado
irradiadas, sugerindo morte celular por processo ativo, caracteristico de
apoptose. Portanto, a maior parte das células irradiadas e determinadas
como apoptéticas pela coloracao com brometo de etidio/laranja de acridina
provavelmente encontram-se na fase inicial do processo, uma vez que
ainda apresentam atividade metabdlica.

A apoptose é um processo ativo no qual ocorre a ativacao de
genes, tais como p53, responsaveis pela sintese de proteases e
endonucleases. Esse processo de sintese protéica envolve gasto de energia
e, portanto, a manutencdo e até mesmo o aumento da atividade
metabdlica celular, conforme observado para as células PC-3 irradiadas
(Blank et al., 1997).

5.6.2 Estudos de ligacao

Esta analise consistiu na avaliacdo da ligagdo da ANXA5
radiomarcada pelos diferentes métodos a fosfatidilserina, presente na
membrana das células na fase inicial do processo apoptdtico. A primeira
etapa deste estudo foi a determinagao da atividade (cpm) ideal para a
realizagdo do estudo de ligagdo, ou seja, a atividade de ANXA5-2°"Tc
necessaria para saturacao da fosfatidilserina presente na membrana das
células PC-3 irradiadas. Na FIG. 25 apresentam-se os resultados da curva
de saturacdo da ligagdo ANXAS5-EC-*"Tc (102) nas células PC-3
apoptoticas. Quando incubadas na presenca de 10® cpm de ANXA5-EC-
9MTc (1072), 40,09 + 3,56 % do total da atividade permaneceu ligado as

células e essa porcentagem ndo foi estatisticamente alterada (34,38 *
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0,39%) quando a atividade foi aumentada para 10° cpm (p=0,051).

Portanto, a atividade escolhida para os ensaios de ligagdo foi 10® cpm de

ANXAS5-"Tc,
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FIGURA 25 - Curva de ligacdo da ANXA5-EC-*°"Tc (107%) nas células PC-3

irradiadas (2,2 x 10 células por tubo).

Os resultados da ligacdo da ANXA5 radiomarcada com °°™Tc pelas

diferentes metodologias as células PC-3
apresentados na TAB. 12. Observa-se que a ANXA5-EC-*"Tc (102) foi a

irradiadas com 6 Gy sao

proteina radiomarcada que apresentou maior porcentagem de ligacao

especifica (50,5%) as células PC-3 irradiadas, indicando ser esta a

proteina radiomarcada com maior potencial para deteccao de células

apoptoticas.
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TABELA 12 - Porcentagem da atividade da ANXA5-°"Tc radiomarcada
pelas diferentes metodologias ligada as células PC-3
irradiadas (ligacdo especifica) e nao irradiada (ligacao

inespecifica).

Ligacao as células PC-3 Irradiadas (%)

ANXA5- ANXAS5- ANXA5-HYNIC-

Células EC-*"Tc (10%) EC-*"Tc (107) 2mTc
Irradiadas 19,05 + 1,68 0,52 +0,02 1,12+0,16
N&do Irradiadas 9,43 +0,25 0,48 +0,12 0,86 + 0,24

Razdo Ligacao Especifica:Ligacao Inespecifica
Razao 2,02 1,08 1,3
Ligacao Especifica
% 50,50 7,69 23,21

Na analise desses resultados observa-se que a ANXA5-EC-2°"Tc
(1072) foi a proteina radiomarcada que apresentou maior porcentagem de
ligagao especifica (50,5%). Assim, além de apresentar maior estabilidade
nos estudos in vitro, a ANXA5-EC-"Tc (10%) também apresenta
superioridade em relacdo & ANXA5-HYNIC-*"Tc nos estudos de ligagdo as

células apoptoticas in vitro.

5.7 Estudos in vivo

5.7.1 Estudos de biodistribuicao

A) Biodistribuicao em camundongos Swiss sadios

Os resultados obtidos nos estudos de biodistribuicao da ANXAS5

radiomarcada pelos diferentes métodos em camundongos Swiss sadios
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estao demonstrados nas TAB. 13 a 18. Os resultados estao expressos em
porcentagem da atividade administrada em funcao da atividade captada
pelo tecido (%AI) ou por grama de tecido (%AI/g), com excecao da
tiredide, para qual ndo se efetuou o calculo de %AI/g devido ao seu baixo
peso. Todos os compostos analisados apresentaram baixa captacao na
tiredide e estdbmago o que sugere auséncia de contaminacdo por *°MTcO,,
evidenciando a alta pureza radioquimica das radiomarcacdes e estabilidade

dos compostos radiomarcados in vivo frente a descomplexacdo do *™Tc.

TABELA 13 - Biodistribuicilo do composto ANXAS5-HYNIC-"Tc em

camundongos Swiss sadios (% Atividade
administrada/Tecido).
Tecidos % Atividade administrada/Tecido
0,5 h. 1 h. 2 h.
Tiredide 0,02 £ 0,01 0,01 £ 0,01 0,01 + 0,01
Figado 1,28 £ 0,36 1,14 £ 0,14 1,11 £ 0,27
Pulmao 0,11 +£ 0,01 0,08 = 0,02 0,06 + 0,01
Estdmago 0,07+ 0,04 0,06 = 0,01 0,06 + 0,01
Rins 11,79 £ 1,36 11,11 £ 1,39 11,20+ 0,49
Coragao 0,04 £ 0,01 0,03 £ 0,01 0,03 £ 0,01
Bago 0,11+ 0,01 0,10 £ 0,03 0,12 £ 0,05
Intestino D. 0,24+ 0,07 0,23 = 0,04 0,24 = 0,03
Intestino G. 0,12 £ 0,04 0,08 + 0,02 0,10 +£ 0,02
Musculo Total 1,74 + 0,81 1,00+ 0,31 0,74 £ 0,06
Sangue Total 10,8 £ 0,33 7,68 £ 2,32 4,11 £ 0,24

n=>5
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TABELA 14 - Biodistribuicio do composto ANXAS5-HYNIC-"Tc em

camundongos

Swiss

administrada/grama).

sadios

(% Atividade

% Atividade administrada/grama

Tecidos
0,5 h. 1 h. 2 h.

Figado 1,09 + 0,18 0,81 + 0,03 0,73 £ 0,15
Pulm&o 0,74 + 0,15 0,32 +0,08 0,25 + 0,04
Estdmago 0,32 + 0,06 0,20 + 0,04 0,20 + 0,04
Rins 32,20 + 8,28 23,08 + 5,59 22,24 + 1,24
Coracdo 0,43 +0,16 0,24 + 0,09 0,24 + 0,04
Baco 1,81 + 0,28 1,87 +0,52 1,34 + 0,46
Intestino D. 0,27 + 0,09 0,18 + 0,05 0,18 +0,03
Intestino G. 0,12 +0,02 0,08 + 0,02 0,09 + 0,02
Musculo 0,14 + 0,06 0,07 £ 0,02 0,05 + 0,01
Sangue mL* 4,34 + 0,17 2,77 £ 0,67 1,58 + 0,33

n=>5



117

TABELA 15 - Biodistribuicdo do composto ANXA5-EC-°"Tc (107°) em
(% Atividade

camundongos

Swiss

administrada/Tecido).

sadios

Tecidos % Atividade administrada/Tecido
0,5 h. 1 h. 2 h.

Tiredide 0,04 £ 0,02 0,02 £+ 0,00 0,01 £ 0,00
Figado 1,27+ 0,25 1,06 £ 0,15 0,82+ 0,19
PulmOoes 0,44 £ 0,06 0,25 +£ 0,08 0,14 £ 0,04
Estdmago 0,26+ 0,04 0,28+ 0,1 0,15 + 0,04
Rins 7,83 £ 0,90 5,35 £ 0,50 4,89+ 0,61
Coragao 0,09 + 0,02 0,06 + 0,01 0,04 + 0,00
Bago 0,04 + 0,01 0,03+ 0,01 0,02 £ 0,00
Intestino D. 1,62 £ 0,32 1,28 £ 0,21 1,54+ 0,28
Intestino G. 0,27 £ 0,10 0,29+ 0,09 0,25 + 0,10
Musculo Total 6,53 + 2,54 4,49 + 1,24 3,27 +1,62
Sangue Total 8,77 + 3,93 4,14 + 0,45 2,46 + 0,52

n=>5
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TABELA 16 - Biodistribuicdo do composto ANXA5-EC-°"Tc (107°) em

camundongos Swiss sadios (% Atividade
administrada/grama).
Tecidos % Atividade administrada/grama
0,5 h. 1 h. 2 h.
Figado 0,93+0,21 0,76 £ 0,04 0,63 +0,10
Pulmao 1,35+0,20 0,81 +0,15 0,53 +£0,09
Estdbmago 1,05+0,19 1,12 +0,38 0,60 + 0,14
Rins 16,28 + 2,62 14,99 + 1,66 12,04 + 1,67
Coragao 0,86 +0,13 0,56 + 0,14 0,32 £ 0,05
Bago 0,56 + 0,21 0,48 £ 0,16 0,25+ 0,06
Intestino D. 0,81 +0,18 1,01 +0,20 0,97 £0,29
Intestino G. 0,36 + 0,08 0,36 £ 0,10 0,31 +0,18
Mdusculo 0,56 + 0,21 0,39 +£0,14 0,30 £ 0,17
Sangue mL* 3,84 +1,81 1,85 + 0,24 1,13+0,22

n=>5
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TABELA 17 - Biodistribuicdo do composto ANXA5-EC-°"Tc (1072) em
(% Atividade

camundongos

administrada/Tecido).

Swiss

sadios

% Atividade administrada/Tecido

Tecidos
0,5 h. 1 h. 2 h.

Tiredide 0,02 + 0,01 0,02 + 0,01 0,02 + 0,01
Figado 9,53 £ 0,94 7,80 £ 1,11 6,88 + 1,07
Pulmao 0,17 £ 0,04 0,12 £ 0,03 0,13 + 0,06
Estdmago 0,17+ 0,06 0,18 + 0,04 0,11 + 0,03
Rins 0,71 +£ 0,15 0,60 + 0,09 0,55 + 0,11
Coragao 0,06 £ 0,01 0,05+ 0,01 0,03 £ 0,01
Bago 0,40+ 0,07 0,29 + 0,06 0,27 + 0,08
Intestino D. 0,41+ 0,11 0,40 + 0,08 0,40+ 0,07
Intestino G. 0,11 +£ 0,02 0,10 £ 0,02 0,10 £ 0,03
Musculo Total 1,66 + 0,11 1,46 + 0,30 0,98 +0,18
Sangue Total 20,27 + 3,53 13,81 + 3,38 7,82 +2,33

n=>5
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TABELA 18 - Biodistribuicdo do composto ANXA5-EC-°"Tc (1072) em

camundongos Swiss sadios (% Atividade
administrada/grama).
% Atividade administrada/grama
Tecidos 0,5 h. 1 h. 2 h.
Figado 6,52 +1,23 5,09 + 0,58 4,39 +1,11
Pulmao 0,79 £ 0,12 0,52 + 0,07 0,58 +0,27
Estdbmago 0,58+0,12 0,54 £ 0,10 0,36 £ 0,12
Rins 1,59 +0,39 1,36 £ 0,17 1,14 + 0,33
Coragao 0,49 + 0,08 0,37 £ 0,04 0,19 + 0,04
Bago 4,79 + 0,96 4,67 + 0,90 2,46+ 0,73
Intestino D. 0,23 + 0,07 0,21 +0,03 0,26 + 0,09
Intestino G. 0,12 +0,02 0,11 + 0,04 0,09 + 0,02
Mdusculo 0,13+0,01 0,11 +0,03 0,07 £ 0,01
Sangue mL* 8,15+ 1,49 5,17 +1,13 2,94 + 0,82
n=>5

A natureza do quelante bifuncional utilizado para complexar o
tecnécio-99m a proteina influenciou na captacao dos 6rgdos de eliminacao,
tais como figado e rins. A atividade acumulada no figado mostrou-se
presente em niveis similares tanto para a ANXA5-HYNIC->°"Tc como a
ANXA5-EC-*"Tc (10°), sendo superior para a ANXA5-EC-"Tc (1072).
Entretanto, mesmo no caso da ANXA5-EC-°"Tc (107%), que apresentou
captacdo hepatica significativamente maior do que as demais, o composto
parece nao ser transportado para o intestino no tempo estudado, tendo
em vista que a medida da atividade no intestino foi realizada sem remover
o conteldo intestinal.

Os resultados dos estudos de biodistribuicao da ANXA5-HYNIC-

9MTc estdo de acordo com a literatura com relagdo & excrecdo renal.
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Observa-se uma alta captacdo renal para a ANXA5-HYNIC-°"Tc¢, bem
como para a ANXA5-EC-**"T¢ (107).

A maior captacdo hepatica da ANXA5-EC-*°"Tc (1072), associada
ao clareamento sanguineo mais lento, observado por meio da captacdo
persistente nos tempos mais tardios, sdo caracteristicas compativeis com a
maior lipofilicidade deste composto quando comparado com a ANXA5-EC-
9MTc (107°).

Entretanto, a distribuicdo nao pode ser explicada apenas
considerando-se o coeficiente de particdo e as caracteristicas de
lipofilicidade dos compostos. Desta forma, apesar de apresentar o maior
coeficiente de lipofilicidade, o composto ANXA5-HYNIC->"Tc apresentou
clareamento sanguineo mais rapido e menor captagdo hepatica que o
composto ANXA5-EC-"Tc (102). A captacdo hepatica persistente do
composto ANXA5-EC-°"Tc (102) sugere a ocorréncia de processos de
metabolizagdo que poderiam retransportar este radiofarmaco ao sangue,
na forma de metabdlitos, o que explicaria a atividade significativa no
sangue em todos os tempos analisados.

Se por um lado o composto ANXA5-EC->°"Tc (107%) apresentou
maior captacao hepatica, o composto ANXA5-HYNIC-"Tc apresentou
maior captagao renal. Ambas captagdes podem acarretar em imagens com
uma alta radiacdao de fundo na regido abdominal.

Vanderheyden e colaboradores (2006) observaram valores de
%AI/g no figado e nos rins superiores para a ANXA5 radiomarcada com
HYNIC (24,1 + 1,3 e 44,5 + 1,5 %AI/g, respectivamente) quando
comparado com a ANXAS5 radiomarcada via MAGs (3,7 + 0,3 e 15,2 + 1,4,
%AI/g, respectivamente) observados para o tempo de uma hora apds
administracdo em camundongos CD-1 saudaveis.

Neste trabalho, no tempo de uma hora, encontraram-se valores
de captacdo no figado superiores para a ANXA5-EC-°"Tc (1072) (5,09
0,58%AIl/g), quando comparada com a ANXA5-HYNIC-*™Tc (0,81

I+

I+



122

0,03%AI/g). Ja para os rins, os valores encontrados para o HYNIC (23,08
+ 5,59%AI/g) foram significativamente superiores em relacao a ANXA5-
EC-*"Tc (10%) (1,36 + 0,17%Al/g), os quais se aproximam mais aos
obtidos por Vanderheyden e colaboradores (2006) para a anexina
radiomarcada com MAGs.

Yang e colaboradores (2001), em um estudo com a ANXA5
radiomarcada com tecnécio via EC (utilizando NHS e EDC para ativar o
acido carboxilico do EC em seu éster succinato), utilizando um modelo em
ratos com cancer de mama observaram, apds 30 minutos de injecgao,
captacao renal (6,97 + 0,97% AI/Tecido) significativamente maior quando
comparada com o figado (3,95 + 0,31% AI/Tecido) e uma captacao no
baco de 1,32 + 0,05% AI/Tecido. Perfil de biodistribuicao semelhante foi
demonstrado neste estudo para a ANXA5 radiomarcada com EC (107), ou
seja, a captacao renal observada 30 min apds administracao foi
significativamente maior que a captacdo hepatica. Entretanto, este padrao
de biodistribuicao se inverte quando considerado a ANXA5 radiomarcada
com EC (107?), sendo neste caso a captacdo hepatica significativamente
superior a renal.

A distribuicio da ANXA5-EC-2"Tc (107%) nos rins é baixa quando
comparada com a ANXA5-HYNIC-"Tc e da ANXA5 radiomarcada com o
MAGs e EC descritos na literatura, entretanto apresenta uma captacgao
significativa no baco (4,79 + 0,96 % AI/g em 30 minutos caindo para 2,46
+ 0,73 % AI/g em 2 horas), ndao observada para a proteina radiomarcada
por outros métodos.

Yang e colaboradores (2005) relataram, ao comparar a ANXA5
radiomarcada com EC com a ANXA5 radiomarcada com o HYNIC, em
modelo utilizando ratos, que os rins apresentam uma maior captacao entre
10 e 180 minutos apds a injecao para anexina radiomarcada via HYNIC
(9,5 - 17% AI/g) do que para a anexina radiomarcada com EC (4,9 -
6,9% Al/q).
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Fonge e colaboradores (2008), em um estudo comparando a
ANXA5 e a ANXA5-cys (produzida por mutacdo sitio-especifica) com a
ANXAS5 radiomarcada via HYNIC em animais sadios, 60 minutos apds a
injecdo, observaram captacdo renal similar para ANXA5-cys-HYNIC-2°"Tc
(39,1 + 6,9 Al/g e 59,2 + 7,8 Al/g, respectivamente) e para a ANXA5-
HYNIC-°"Tc (56,9 + 6,3 Al/g e 72,5 + 8,3 Al/g,respectivamente).

As diferencas observadas nos estudos de biodistribuicao, quando
comparamos o0s resultados deste estudo com resultados descritos na
literatura, podem ser atribuidas a diversos fatores, tais como, utilizacao de
modelos animais diferentes, diferencas no estado de hidratacao dos
animais e utilizacdo ou ndo de anestésicos, que podem alterar a
eliminagao dos radiofarmacos.

Além destes fatores, neste estudo podemos verificar que nao
somente a escolha do quelante bifuncional empregado, mas também, as
condicbes de reacao utilizadas (como a variagdao na relagao molar
proteina:quelante no processo de derivatizacdo), podem influenciar nas
caracteristicas fisico-quimicas e, conseqgientemente, nas caracteristicas de
distribuicdo bioldgica dos compostos. Desta forma, a alteragdo na
lipofilicidade interferiu diretamente nas caracteristicas de clareamento
sanguineo e eliminagdao do composto. O nimero de quelantes introduzidos
por molécula de proteina pode ainda influenciar na estabilidade e grau de

metabolizacdo dos compostos.

B) Biodistribuicao em camundongos Swiss com foco de inflamacao

O processo inflamatério pode ser definido como a reacdo do
tecido vivo vascularizado a uma agressao local. Blankenberg e
colaboradores (2001), em um estudo de imagem de macréfagos e
apoptose de granuldcitos utilizando a ANXA5-HYNIC->°"Tc, escolheram a

terebentina como modelo de indugcao de foco de inflamagao devido as
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seguintes razdes: (a) facilidade de uso e reprodutibilidade; (b) auséncia de
sepsis sistémica e (c) um estimulo prejudicial constante, que ndo pode ser
extinto por resposta do hospedeiro, como ocorre com estimulos
provocados por bactérias. Abscessos induzidos por terebentina em tecidos
moles promovem uma lesdao inflamatoria localizada por um extenso
periodo de tempo, sendo, portanto, um modelo Uutil para estudo de
radiotracadores por meio das diferentes fases do abscesso (aguda, sub-
aguda e crbnica). Estes autores relataram que o foco de inflamagao um dia
apos a injecao de terebentina apresentou alta captacdo da ANXA5-HYNIC-
9MTc e esta experiéncia influenciou a escolha deste modelo inflamatério
para comparagao das anexinas radiomarcadas neste estudo.

Os resultados para o estudo de captagao da atividade nas patas
dos animais com foco de inflamagao aguda provocado pela administracao

de terebentina estdao demonstrados na TAB. 19.

TABELA 19 - Captacao da atividade nas patas dos animais com foco de
inflamacao aguda, apdés 1,5 horas da injecdo do

radiofarmaco.

% de Atividade administrada/Pata
Produto
Pata inflamada Pata normal
ANXA5-HYNIC- °°™Tc 3,97 + 0,74 1,26 + 0,18
ANXAS5-EC(1072)- 2°™T¢ 4,59 + 1,01 1,3+0,20
ANXA5-EC(107°)- %9™T¢ 0,89 + 0,35 0,42 + 0,04
n=3

A anadlise dos resultados da captacao da atividade nas patas
mostrou uma captacgao significativamente superior para as patas com foco
de inflamagao agudo para ANXA5 radiomarcada HYNIC e EC, nas duas

razoes molares estudadas. A captacao nas patas inflamadas para a
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ANXA5-HYNIC- %°™Tc e ANXA5-EC-"Tc (102) ndo apresentou diferenca
significativa (p=0,68). Entretanto, estes valores foram superiores quando
comparados com os valores obtidos para a ANXA5-EC->°"Tc (107°). Para
uma melhor andlise deste estudo foram calculadas as relagbes pata
inflamada/pata normal, pata inflamada/sangue circulante e pata

normal/sangue circulante (TAB 20).

TABELA 20 - Relagbes entre captacao da atividade da ANXA5
radiomarcadas pelas diferentes metodologias nas patas dos

animais com foco de inflamagao aguda e sangue circulante.

RELACOES
ata ata ata
Produto P P P
inflamada/pata inflamada/sangue normal/sangue
normal circulante circulante
ANXA5-HYNIC-
3,18+0,71 0,71 + 0,01 0,22 +0,03
99m-|-c
ANXA5-EC-
. - 3,50+0,15 0,78 + 0,21 0,22 + 0,07
"Tc (107°)
ANXA5-EC-
09 5 2,09 +1,04 0,27 +0,14 0,13 +0,01
"Tc (107°)
n=3

Na avaliacdo da relacao pata inflamada/pata normal nao se
observou diferenca significativa entre os valores obtidos para ANXA5-
HYNIC- *°™Tc e ANXA5-EC-?°"Tc (107%) (p=0,48), ANXA5-HYNIC- *°"Tc e
ANXAS5-EC-?"Tc (107°) (p=0,16) e ANXA5-EC-°"Tc (10%) e ANXAS5-EC-
9MTe (107°) (p=0,08). Considerando a relacdo pata inflamada/sangue

circulante nao se observou diferengca significativa entre ANXAS5-HYNIC-
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9MTc e ANXA5-EC-2°"Tc (107%) (p= 0,98), sendo estes significativamente
superiores a ANXA5-EC-"*"T¢ (107).

A combinagao dos resultados da captacao nas patas com as
relagdes calculadas sugere uma captacdo especifica das ANXA5-"Tc pelas
patas inflamadas, mas seria necessario um estudo em diferentes tempos

para confirmar esta hipotese.

5.7.2 Estudos farmacocinéticos em camundongos Swiss sadios

No desenvolvimento de radiofarmacos, a farmacocinética € um
dos fatores mais importantes a se considerar. A farmacocinética estuda os
fendOmenos envolvidos nos processos de absorgdo, distribuicao,
metabolismo e excrecao de um farmaco. No ambito da radiofarmacia, este
termo se refere a distribuicdo e eliminacdo do radiofdarmaco apds a sua
administracdo. Um radiofarmaco deve apresentar tempo de residéncia
sanguineo relativamente curto, a fim de minimizar a dose no paciente.
Porém, deve ser longo o suficiente para permitir que o radiofarmaco se
ligue aos seus receptores especificos. Uma forma de modificar a
farmacocinética de um radiofarmaco de tecnécio-99m, a fim de melhorar
sua cinética, é utilizar quelantes bifuncionais com diferentes cargas e
hidrofilicidade, visto que BFCs apresentam um impacto profundo nas
propriedades fisicas e bioldgicas de pequenas proteinas radiomarcadas
com *°™Tc. Na FIG. 26 pode-se observar o clareamento sanguineo da
ANXA5 radiomarcada com 2°™Tc pelas diferentes metodologias

empregadas.
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FIGURA 26 - Curva do clareamento sanguineo da ANXA5-HYNIC-*"Tc,
ANXA5-EC-2"Tc (107%) e ANXA5-EC-2°"Tc (107).

As curvas da FIG. 26 foram utilizadas para o calculo dos
pardmetros farmacocinéticos da ANXAS5-HYNIC-*°"Tc, ANXAS5-EC-°°"Tc
(10°) e ANXAS5-EC-"Tc (107%) utilizando-se o programa Biexp. Este
programa ajusta os dados da curva de clareamento sanguineo em um
modelo bicompartimental, que consiste de um compartimento central ou
vascular, representado pelo sangue e por tecidos altamente perfundidos e
um compartimento periférico ou extravascular, composto por tecidos
menos perfundidos (tais como musculo). Este modelo pode ser aplicado
quando o radiofarmaco apresenta uma distribuicdo para tecidos altamente
perfundidos e permite a visualizacao de dois processos: distribuicao (fase

rapida) e eliminacdo (fase lenta).
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Apesar das curvas do clareamento sanguineo (FIG. 26) sugerirem
gue o modelo de distribuicdao das ANXA5 radiomarcadas pelas diferentes
metodologias possam se ajustar a um modelo com mais de dois
compartimentos, o ajuste em uma funcdo com duas exponenciais
utilizando-se o programa Biexp é util para a realizacdo de uma analise
comparativa dos compostos.

As equacoes 8, 9 e 10 obtidas caracterizam a variacdao da
concentracdo sanguinea (C) da ANXAS5-HYNIC-°"Tc, ANXAS5-EC-*°"Tc
(107) e ANXA5-EC-""Tc (102) em funcdo do tempo (t), respectivamente.

C(t) = 95.186,96e /%" + 4,975,455 (8)
C(t) = 68.198,67e %13 + 3.026,69¢ %" (9)
C(t) = 67.940,63e%% +9.090,68¢7%°" (10)

A partir das constantes das equagdes biexponenciais acima, o
programa Biexp calculou os parametros farmacocinéticos relacionados a
distribuicdo da ANXA5-HYNIC-°"Tc, ANXA5-EC-*"Tc (10™°) e ANXA5-EC-
9MTc (1072) (TAB. 21).
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TABELA 21 - Pardmetros farmacocinéticos da ANXAS5-HYNIC-*"Tc,
ANXAS5-EC-*"Tc  (10) e ANXA5-EC-*"Tc (107

calculados pelo programa Biexp.

Parametros ANXAS5- ANXA5-EC- | ANXA5-EC-
farmacocinétos HYNIC-°°"Tc | °°*™Tc (107°) | *°*™Tc (1072)
T1/24 (h) 0,06 0,03 0,05
T1/26 (h) 1,18 1,40 1,23
Ki2 (™) 4,69 14,33 7,97
K21 (h™) 1,11 1,46 2,04
Kio (h™) 5,85 7,84 3,61
tempo de residéncia (h) 0,90 1,38 1,36
Kss (h™) 1,12 0,72 0,74

Ti2¢= meia vida da fase rapida; Ti3= meia vida da fase lenta; Kj,=constante de
transferéncia do espaco vascular para extravascular; K,;= constante de transferéncia do
espaco extravascular para vascular, K;p= constante de transferéncia do espago vascular
para sistema excretor; K;s = constante de eliminagao.

Os resultados de meia vida da fase rapida (Ti24) para os trés
compostos ndo diferem entre si, e refletem o rapido clareamento
sanguineo dos mesmos. O valor da Ty ndo diferiu muito para os trés
compostos, mas sendo ligeiramente superior para o EC (107).

Com relagdo as constantes de distribuicdo, a constante ki»
representa a transferéncia do compartimento vascular para o
extravascular. Comparativamente o composto que apresenta maior Ki,, a
ANXAS5-EC-?°"Tc (107), também foi o que apresentou menor Ti/zq, OU
seja, a transferéncia do compartimento vascular para o extravascular foi
mais rapida. A ANXA5-EC->"Tc (107%) apresentou uma maior K»; que é a
constante de transferéncia do espaco extravascular para vascular,
indicando ser o composto que apresentou maior redistribuicdo entre os
espacos vascular e extravascular, e menor constante de transferéncia do

espago vascular para sistema excretor (Kip). Estes resultados corroboram




130

com os valores elevados observados de captagao no sangue total deste
composto e com a baixa captagao renal nos tempos estudados.

O tempo de residéncia e a constante de eliminacdo (kss) para as
ANXAS5 radiomarcadas via EC foram similares e maiores do que para a
ANXA5-HYNIC-"*"Tc

Yang e colaboradores (2001) observaram que a ANXA5-HYNIC-
9MTc apresenta um clareamento sanguineo mais rapido do que a ANXA5
radiomarcada via EC. Neste trabalho o estudo farmacocinético evidenciou
que o composto com HYNIC apresenta Ti/2« maior e Ti/s menor que 0s
componentes do EC, o que significa um clareamento sanguineo mais lento
nos primeiros minutos de distribuicdo, porém mais rapido nos tempos mais
tardios o que resultou num menor tempo de residéncia e maior constante
de eliminacdo entre os trés compostos estudados.

A anadlise da farmacocinética é feita considerando-se apenas a
atividade presente no sangue nos diferentes tempos. Portanto, a baixa
instabilidade plasmatica da ANXA5-EC-"Tc (107°) pode afetar a
farmacocinética da ANXA5 radiomarcada por este método.

Boersma e colaboradores (2003), comparando a farmacocinética
da ANXAS5 radiomarcada por meio de reagente formulado, via 1-imino-4-
mercaptobutil (Mallinckrodt) e o Apomate” (Theseus Imaging corporation),
em pacientes com algum tipo de alteragdo no miocardio observaram
diferencas no clareamento plasmatico dos dois radiofarmacos apesar das
meias-vidas (da fase rapida e lenta) serem similares. Neste trabalho
também se encontrou diferencas no clareamento sanguineo apesar da

similaridade das meias-vidas.
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6 — CONCLUSOES

6.1 Radiomarcacao da ANXAS5 pelas diferentes metodologias

6.1.1 Radiomarcagdo da anexina A5 utilizando o SDH

O método de obtencdo da anexina A5 radiomarcada via SDH foi
reproduzido conforme descrito por Subbarayan e colaboradores (2003).
Apesar da obtencdo do intermediario °*"TcN-SDH com alta eficiéncia, nio
se obteve sucesso no seu acoplamento a proteina devido, provavelmente,

ao numero reduzido de sitios de ligacdo disponiveis na proteina.

6.1.2 Radiomarcacao da anexina A5 utilizando o quelante bifuncional
HYNIC

A obtencdo da anexina A5 radiomarcada pelo método indireto
utilizando o reagente formulado de HYNIC-ANXAS5 proporcionou um alto
grau de pureza radioquimica a temperatura ambiente em um curto

intervalo de tempo.

6.1.3 Radiomarcacao da anexina A5 utilizando o quelante bifuncional EC

A reacdo utilizada para converter o acido carboxilico do EC num
éster succinimato se mostrou eficiente e adequada para a derivatizacao da
ANXAS5. A radiomarcacdo da ANXA5-EC apresentou alto grau de pureza
radioquimica a temperatura ambiente em um curto intervalo de tempo. A
derivatizacdo utilizando relacdo molar proteina:quelante de 4,6 x 1072 se
mostrou estavel a -20° C por um periodo de até trés meses se mostrando

adequado para obtencao de um reagente formulado.
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6.2 Estabilidade da ANXA5 radiomarcada pelas diferentes
metodologias

A ANXA5-HYNIC-°"Tc apresentou estabilidade por até quatro
horas nas trés condicdes estudadas. A ANXA5-EC -°"Tc (1072) foi o
composto que apresentou maior estabilidade tanto a temperatura
ambiente como sob refrigeragcdo e no plasma apresentou estabilidade
similar & ANXA5-HYNIC-°°"Tc. ANXA5-EC->°"Tc (107) foi o composto que

apresentou menor estabilidade nas trés condigOes estudadas.

6.3 Lipossolubilidade da Anexina A5 radiomarcada com tecnécio-
99m pelas diferentes metodologias

Os compostos apresentaram baixa lipossolubilidade, sendo a
ANXA5-HYNIC-*"Tc o mais lipossolivel e a ANXA5-EC-°"Tc (107)

significativamente menos lipossoluvel.

6.4 Deteccao e quantificacao da apoptose radioinduzida
O modelo utilizado de apoptose radioinduzida mostrou-se viavel

para producdo de células em apoptose.

6.5 Ligacao da Anexina A5 radiomarcada com tecnécio-99m pelas
diferentes metodologias as células apoptoéticas

Os resultados dos estudos in vitro das ANXA5 radiomarcadas
indicaram que a ANXA5-EC-"*"Tc (107%) apresentou maior porcentagem de
ligacdo especifica as células PC-3 apoptdticas, apresentando uma
especificidade maior do que ANXA5-HYNIC-*"Tc.

6.6 Comparacao da biodistribuicao da Anexina A5 radiomarcada
com tecnécio-99m pelas diferentes metodologias

Os resultados in vivo mostraram alta estabilidade dos compostos
frente a descomplexacdo do tecnécio. A ANXA5-HYNIC-*"Tc e ANXA5-EC-
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9MTc (10°) apresentaram modelo de distribuicdo similar com maior
captacao renal do que hepatica, inversamente ao que aconteceu com a
ANXA5-EC-2*"Tc (1072). Os resultados mostraram alta captacdo na regido
abdominal para o composto derivatizado com HYNIC (rins) e para o
composto derivatizado com EC na razdo 107 (figado), o que pode
acarretar em imagens com uma alta radiacao de fundo nesta regido. Os
resultados obtidos com os animais com foco de inflamagao incluindo a
combinacao dos resultados da captacao nas patas bem como as relagdes
calculadas, sugerem captacao especifica pela pata inflamada, mas seria
necessario o estudo de captacdo em diferentes tempos para confirmacgao

destes resultado.

6.7 Comparacao da farmacocinética da Anexina A5 radiomarcada

com tecnécio-99m pelas diferentes metodologias

Os estudos farmacocinéticos indicaram que o composto ANXA5-
HYNIC-°*"Tc apresentou clareamento mais lento nos primeiros minutos de
distribuicdo (Ti1/24), porém mais rapido nos tempos mais tardios (Ti/2g),
resultando em um menor tempo de residéncia e maior constante de

eliminagdao que os compostos radiomarcados com EC.

6.8 Consideracoes Finais

Apesar dos resultados promissores obtidos neste estudo com a
marcacao da ANXA5 com tecnécio-99m utilizando-se como BFC o HYNIC
ou o derivado éster do EC, a utilizacdo da proteina radiomarcada no
diagndstico de apoptose em seres humanos ainda esbarra em algumas
dificuldades, sendo a principal delas a de obtencdo da proteina isenta de

contaminantes oriundos do processo de produgao em Escherichia coli.



134

Uma alternativa ja sugerida na literatura é a utilizacdo de
fragmentos sintéticos da ANXAS5. Varios derivados sintéticos da ANXAS5
foram descritos para marcacdo com tecnécio-99m conjugados ao HYNIC. E
0 caso, por exemplo, dos fragmentos CC-ANX13 e C-ANX13 utilizados por
Mukherjee e colaboradores (2006) que apresentam a sequéncia de amino
acidos responsaveis pelo reconhecimento da PS bem como extensdo de
sete aminoacidos contendo um ou dois residuos de cisteina.

Os métodos de marcagao utilizados neste estudo para a anexina
integra poderdo ser estendidos aos fragmentos de modo a viabilizar a
utilizacdo do produto radiomarcado em rotina clinica em Medicina Nuclear.

A escolha do quelante bifuncional bem como do método de
marcacao dependera, neste caso, da estrutura do peptideo sintético
disponivel comercialmente considerando a quimica de complexacdo com

tecnécio-99m.
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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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