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Resumo

O desenho de radiofarmacos emissores de eletrdes Auger dirigidos ao ADN é um topico cada
vez mais investigado na Quimica Radiofarmacéutica atual. O trabalho descrito nesta tese insere-
se nessa area de investigacdo e pretendeu demonstrar o interesse dos derivados do alaranjado de
acridina (AO) marcados com *#| no desenho de radiofarmacos para terapia Auger.

Assim, tendo em conta as propriedades de intercalacdo da AO com o ADN, sintetizamos novos
derivados alquil-iodobenzamida da AO (6A, 6B, 6C), por N-alquilacdo do atomo de azoto
central do seu anel heteroaromatico. Os compostos congéneres marcados com 1 (**1-6A, '#I-
6B, '®1-6C) foram sintetizados via desmetalacio de precursores estanilo e radioiodacio
oxidativa, tendo sido obtidos com elevada estabilidade in vitro e pureza radioquimica (> 95%)
apos purificacdo por HPLC.

A interacdo de 6A-C com ADN de timo de vitelo foi avaliada por técnicas espectroscépicas, que
mostraram que estes compostos apresentavam elevada afinidade para o ADN, interatuando
preferencialmente por intercalagdo. Estudos com ADN plasmidico $X174 demonstraram que os
compostos *1-6A e '*1-6B apresentavam capacidade de provocar quebras duplas de cadeia
(DSB) no ADN, sem diferengas atribuiveis a presenca de DMSO (0,07-0,09 DSB/decaimento e
0,05-0,04 DSB/decaimento, respetivamente), levando a conclusdo que as DSB produzidas sdo
devidas sobretudo aos efeitos diretos dos eletrdes Auger. O composto ***I-6C ndo mostrou essa
capacidade na presenca deste scavenger de radicais livres, pelo que concluimos que o tamanho
da sua cadeia alquilica apenas permite induzir danos no ADN por efeitos indiretos. Nos estudos
de captacgdo celular os compostos radioiodados mostraram boas taxas de captacdo as 4 horas,
nas linhas celulares B16-F1 (13,5 a 26,9%) e PC-3 (13,9 a 28,0%). Ensaios preliminares de
radiotoxicidade com o composto *1-6B em células PC-3 revelaram mais de 35% de morte
celular as 48 horas (ensaio MTT), o que certamente reflete a sua capacidade de induzir DSB no

ADN de células vivas, como demonstrou 0 ensaio y-H2AX.

Palavras Chave: Quimica Radiofarmacéutica, Alaranjado de Acridina, Intercaladores do
ADN, Danos de ADN; Terapia Auger.
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Abstract

The design of Auger-emitting radiopharmaceuticals for DNA-targeted therapy is an emerging
field in contemporary Radiopharmaceutical Chemistry. The research work reported in this thesis
aimed to contribute for the progress of this field by studying the potential of **I-labelled
Acridine Orange (AO) derivatives for Auger therapy.

For this purpose, and based on the DNA-intercalation properties of AO, we've synthesized three
new alkyl-iodobenzamide AO derivatives (6A, 6B, 6C) by N-alkylation at the AO
heteroaromatic ring nitrogen atom. The ***|-labeled congeners (**1-6A, '*1-6B, *1-6C) were
synthesized via oxidative radioiododestannylation of the corresponding tributilstannyl
derivatives, and were obtained in high in vitro stability and radiochemical purity (> 95%) after
HPLC purification.

The interaction of 6A-C with calf thymus DNA was evaluated trough spectroscopic techniques
and all three compounds showed high affinity to DNA, acting mainly as intercalators.
Evaluation of ¢$X174 plasmid DNA showed that **1-6A and '*1-6B induce double-strand
breaks (DSB) yields per *°I decay in the range 0,07-0,09 and 0,05-0,04, respectively, with no
significant difference in the presence of DMSO. These results led us to conclude that the
produced DNA damage was mainly due to direct effects of emitted Auger electrons. By
contrast, **1-6C didn't show any ability to produce DSB in the presence of the free radical
scavenger DMSO. This behavior shows that DNA damage provoked by '*1-6C is essentially
due to indirect effects, certainly justified by its long alkyl chain, that places **°I nuclide far away
from the DNA. Cellular uptake assays of this **’I-labelled compounds revealed good uptake
rates, at 4 hours incubation, in B16-F1 (13,5 to 26,9%) and PC-3 (13,9 to 28,0%) cell lines.
Preliminary radiocytotoxicity and DNA damage in living cells were conducted for '*1-6B.
Results suggested more than 35% cell death (MTT assay) after 48 h incubation, which is
certainly a consequence of its ability to produce DSB in the cellular DNA, as shown by the y-
H2AX assay.

Key Words: Radiopharmaceutical Chemistry, Acridine Orange, DNA Intercalators, DNA
damage, Auger Therapy.
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Compostos Radioiodados para Terapia Auger

1. INTRODUCAO

1.1 Medicina Nuclear: Diagndstico e Terapéutica com Radionuclideos

A medicina nuclear é uma especialidade médica na qual sdo empregues radiofarmacos para
diagnostico ou terapéutica de um grande nimero de patologias.

Como representado na Figura 1.1, um radiofdirmaco é um composto que inclui na sua
constituicdo um radionuclideo (elemento com nucleo instavel, que liberta o excesso de energia
através de processos de decaimento radioativo, transformando-se espontaneamente noutro
elemento mais estavel e emitindo por isso radiacdo eletromagnética e/ou particulas carregadas) e
um agente quimico que o transporta de forma preferencial para um determinado 6rgdo ou
tecido. Estes dois constituintes do radiofarmaco sdo determinantes para o seu funcionamento.
As caracteristicas do agente quimico devem ser tais que promovam a maior seletividade
possivel na biodistribuicdo e, em simultdneo, uma boa capacidade de depuragdo do organismo.
Por outro lado, o radionuclideo deve apresentar caracteristicas fisicas adequadas para a
finalidade que é empregue, nomeadamente em termos de quantidade e tipo de energia emitida.
Em particular, as caracteristicas das particulas ou radiacdo emitidas pelo radionuclideo véo
definir o seu potencial para aplicagdo em diagndstico ou em terapéutica[1-3].

radionuclideo

Albvo linker
molecular P

Figura 1.1: Representacdo esquematica de um radiofdrmaco cujo agente quimico € seletivo para um dado

alvo molecular.

Dependendo dos processos envolvidos na localizagdo nos 6rgdos ou tecidos alvo, um
radiofarmaco pode ser classificado como um radiofarmaco de perfusdo (ou de primeira geragao)
ou como um radiofarmaco especifico (ou de segunda geracdo). Nos primeiros, a biodistribuicdo
depende sobretudo das suas caracteristicas fisico-quimicas tais como a carga global, peso
molecular, forma estrutural e lipofilia; por outro lado, os Gltimos contém um vetor biolégico
(por exemplo, anticorpos, péptidos, pequena molécula biologicamente ativa) que Ihe confere
especificidade para que sejam reconhecidos e se liguem de forma especifica a um dado alvo
molecular cuja expressdo ou atividade se pretende estudar in vivo (ver Figura 1.1). Na sua
grande maioria, os radiofarmacos usados hoje em dia em medicina nuclear de diagndstico sdo

agentes de perfusdo. Contudo, os avangos da biologia molecular tém levado os radiofarmacos de
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segunda geracdo a ganhar uma posicdo cada vez mais favoravel e de maior interesse. As
caracteristicas bioldgicas dos radiofarmacos de segunda geracdo permitem que tenham uma
localizacdo mais especifica no érgdo ou tecido alvo[1-4].

Em suma, um radiofarmaco deve apresentar propriedades fisico-quimicas, bioldgicas e
farmacocinéticas favoraveis, que confiram elevada especificidade para o érgdo ou tecido em
estudo, minima acumulagdo em drgdos ndo-alvo', elevada estabilidade metabdlica, semivida
biolégica’ e fisica® adequadas ao processo em estudo e ser de facil acesso ao utilizador final.

Os radiofarmacos utilizados em diagndstico clinico representam a larga maioria dos
radiofarmacos atualmente comercializados e utilizados em medicina nuclear. Estes compostos
tém na sua constitui¢do radionuclideos emissores de radiagdo gama (y) que decaem por captura
eletronica ou transi¢do isomérica, para utilizagdo em tomografia por emissdo de fotdo unico
(SPECT?); ou radionuclideos emissores de positrdes (B*) para utilizagdo em tomografia por
emisséo de positrdes (PET®).

Em particular, o uso de radiofarmacos pode permitir o diagndstico e seguimento das patologias
através da chamada imagiologia molecular. A imagiologia molecular tem um caracter nao
invasivo que permite a visualizagdo de processos quimicos e bioldgicos, in vivo, sem interferir
com 0s mecanismos que os controlam. Este procedimento inclui a introdugdo de uma pequena
guantidade de radiofarmaco no corpo do paciente, maioritariamente por via endovenosa, sem
qualquer efeito toxico. Sao adquiridas imagens com boa resolugdo espacial, que se relacionam
com a biodistribuicdo do radiofarmaco no corpo, através de equipamentos que detetam o local

onde os fotdes vy sdo emitidos[1,4,5].

Embora a radioterapia convencional seja a modalidade mais utilizada para a terapéutica de
doencas oncoldgicas, por definicdo ndo tem qualquer efeito sobre doenca oculta ou secundaria
(metastases). Por outro lado, os agentes radiofarmacéuticos, de aplicacdo sistémica, séo
desenvolvidos para apresentarem seletividade para as células de determinado tipo de tumor,
estejam estas localizadas na area do tumor primario, ou disseminadas por outras localizaces

anatomicas.

! Orgaos néo-alvo: 6rgéos que captam o radiofarmaco mas que néo so o 6rgéo em estudo.

2 Semivida biolégica: perfodo de tempo necessario para que metade do radiofarmaco desapareca do organismo por
eliminagdo metabdlica.

® Semivida fisica ou periodo de semidesintegragdo (Ty,): perfodo de tempo necessério para reduzir a metade o
ntmero de ndcleos instaveis de um radioisétopo.

4 SPECT: Tomografia Computorizada por Emissdo de Fot&o Unico, do inglés Single Photon Emission Computed
Tomography.

5 PET: Tomografia por Emisséo de Positrées, do inglés Positron Emission Tomography.
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Neste sentido, um radiofarmaco para fins terapéuticos deve apresentar emissdo de particulas
carregadas (pouco penetrantes) com capacidade para provocar danos no sistema biolégico alvo,
nomeadamente radionuclideos emissores de particulas beta (p), alfa (o) ou de eletrdes Auger. A
toxicidade de um agente radioterapéutico é essencialmente devida aos efeitos das particulas ou
radiacdo ionizantes e ndo a capacidade de o agente quimico que o constitui interferir na
replicacdo celular (como no caso da quimioterapia), devido as baixas concentragcdes que sdo
administradas. Por esta razdo, estes agentes quimicos podem ser convenientemente
derivatizados, no sentido de desenvolver moléculas com especial especificidade para
determinado tecido ou tipo de células, sem que se manifestem eventuais efeitos nas células
saudaveis. A aplicacdo de agentes radioterapéuticos tem assim como objetivo fazer chegar aos
tecidos alvo, por exemplo as células de um determinado tipo de tumor, doses terapéuticas de
radiacdo ionizante que impecam a sua capacidade de replicacdo ou que conduzam a sua morte
por apoptose. O alvejamento de um dado tecido ou tipo de células pode ser feito mediante
interacdo dos radiofarmacos com dadas moléculas-alvo, como recetores especificos, antigenes,

enzimas ou genes.

Presentemente, a maioria dos radiofarmacos em utilizacdo clinica para terapéutica com
radionuclideos sdo emissores de particulas B. Alguns exemplos como o **Sm-EDTMP, para o
controlo paliativo da dor na sequéncia de metéstases dsseas, 0 **'I-MIBG, para o tratamento de
tumores neuroenddcrinos (ver Figura 1.2) e mais recentemente o *"’Lu-DOTATATE, para
terapéutica de tumores neuroenddcrinos, mais especificamente os que sobreexpressem recetores
de somatostatina. Os efeitos deste tipo de particulas sobre os tecidos conduzem a destruicdo das
células tumorais. Contudo, a captacao do radiofarmaco no 6rgdo alvo deve ser seletiva, de modo
a minimizar os efeitos secundarios. A escolha do emissor B vai depender da energia das
particulas emitidas, das dimensdes do tumor, da distribuicdo intratumoral e da farmacocinética
do radiofarmaco. Existe uma intensa investigacdo no sentido de desenvolver radiofarmacos

emissores o ou de eletrdes Auger com interesse como agentes radioterapéuticos[1,5-8].

NH

131 )J\

N NH
N 2

BI_MIBG

153Sm-EDTMP

Figura 1.2: Exemplos de radiofarmacos emissores de particulas B, atualmente em utilizagdo clinica como
agentes terapéuticos.
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Embora ndo seja uma caracteristica essencial para radiofarmacos usados em terapia, a emissao
concomitante de radiacdo gama de baixa energia (100-200 keV) pode ser uma vantagem, dada a
utilidade clinica de poder haver monitorizacdo cintigréfica simultanea.

Alguns radionuclideos (ex.: 1) ou pares de radionuclideos (ex.: *™Tc/***Re) apresentam
propriedades fisicas ideais para aplicacBes de diagnostico por imagem e, simultaneamente, para
fins terapéuticos. O uso de radiofarmacos para o diagndstico e/ou terapéutica apresenta por isso
uma relevancia cada vez mais significativa, conduzindo a detecéo precoce e terapia dirigida das
patologias[9]. Por esta razdo, a teranéstica® é uma modalidade cada vez mais atrativa para o uso
de radiofarmacos.

Na Tabela 1.1 apresentam-se exemplos relevantes de radionuclideos em atual utilizacao clinica,

para diagnostico ou terapéutica.

Tabela 1.1: Radionuclideos em atual utilizagéo clinica em medicina nuclear[10-12].

Tipo de emissao

Radionuclideo T . Aplicacéo clinica
(energia)
18 . Diagnostico
F 1,8 horas B (634 keV)
PET
67 . Diagnostico
Ga 3,2 dias v (93, 185, 300, 394 keV)
SPECT
63 . . Diagnostico
Ga 68,1 min B" (1899 keV)
PET
Diagnostico
9T 6,0 horas v (141 keV) g
SPECT
11 . Diagnostico
In 2,8 dias v (171 e 245 keV)
SPECT
123 Diagnostico
I 13,2 horas v (159 keV)
SPECT
12 59,4 dias Y (35,5 keV) Radioimunoensaio
364 keV Diagndstico + Terapéutica
181 8,0 dias Y ( eV) g p
B (606 keV) SPECT
113 ¢ 208 keV
Wy 6,7 dias v(i3e ev) Terapéutica
B (490 keV)
103 keV Terapéutica
153gm 46,8 horas ) v( ev) ] p_
B (méx: 634, 703 e 807 keV) (permite imagem)
201 . Diagnostico
Tl 3,04 dias vy (71,135 ¢ 167 keV)
SPECT

® Teranodstica refere-se ao emprego do mesmo farmaco para fins simultaneamente de diagnéstico e terapia.
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1.2 Efeitos Bioldgicos das Radiagdes lonizantes

As radiacOes ionizantes conduzem a diferentes eventos quando interagem com a matéria,
podendo causar danos celulares. Muito embora os principios radiobioldgicos relativos a
exposicdo da matéria a fontes externas de radiacao (fotGes) sejam os mesmos para a terapéutica
com radionuclideos (particulas), existem diferencas notaveis nos efeitos observados ao nivel

celular em mamiferos[7,13].

O é&cido desoxirribonucleico (ADN) é a molécula mais radiossensivel da célula, o que o torna
por um lado a estrutura mais importante a proteger contra os efeitos nefastos das radiacdes
ionizantes e, por outro, o alvo mais almejado para a terapéutica anti-carcinogénica, uma vez que
é determinante para a sobrevivéncia celular. Os efeitos biolégicos das radiagfes ionizantes com
maior peso sdo os devidos a danos causados na dupla hélice do ADN. Estes danos podem
ocorrer por interacdo da radiagdo diretamente com a molécula de ADN (efeitos diretos),
causando ionizagdo de um ou mais pares de bases nucleotidicas, ou por interacdo da radiacao
ionizante com outras moléculas presentes no meio intracelular, particularmente as moléculas de
agua. Neste caso, ocorre producdo de espécies reativas de oxigénio (radicais livres),
especialmente de radicais hidroxilo (OH ), por radidlise. Por sua vez, essas espécies radicalares
interagem com a molécula de ADN, causando ionizag¢Ges nucleotidicas (efeitos indiretos)[7,13].
As principais lesGes causadas no ADN celular pelas radiacOes ionizantes caracterizam-se por
guebras na cadeia nucleotidica. Estas quebras podem ser simples (SSB, do inglés Single-Strand
Breaks), quando ocorrem em apenas um dos lados da cadeia, ou duplas (DSB, do inglés
Double-Strand Breaks), quando ambos os lados da dupla hélice sdo danificados. Esses danos
podem conduzir a morte celular por apoptose ou por necrose[13,14].

A presenca de compostos antioxidantes e 0s mecanismos de repara¢do do ADN celular podem
reduzir de forma significativa os efeitos das radiacdes ionizantes. Contudo, ndo séo de forma
geral muito eficientes contra radia¢cbes com elevada deposicdo de energia, estando ainda este
tipo de radiacdo associada a efeitos diretos e a DSB, que conduzem a uma reduzida taxa de
sobrevivéncia celular[7,13].

Assim, diferentes tipos de radiacéo ionizante promovem diferentes danos na matéria bioldgica,
mesmo se possuirem quantidade idéntica de energia. Este facto deve-se a um processo
designado por transferéncia linear de energia (LET, do inglés Linear Energy Transfer), que
define a quantidade de energia depositada na matéria pela radiacdo ionizante por unidade de
percurso e é expressa em keV/um. Neste sentido, os efeitos diretos da radiacdo ionizante na
matéria ocorrem preferencialmente quando h& exposicdo a radiacdo com capacidade de

deposicdo de grande quantidade de energia num percurso muito curto na matéria, ou seja,
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radiagdo com elevada LET. Esta grandeza tem particular importancia no campo da terapéutica
com radionuclideos, uma vez que particulas o, B e eletr6es Auger tém percursos diferentes na

matéria bioldgica (ver Figura 1.3), que dependem da sua carga, massa e energia[11,13,14].

j|~ Célula

Niicleo

rticula a
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Figura 1.3: Representagdo esquematica do percurso de particulas a, B e eletrdes Auger no meio celular e

subcelular.

A LET das particulas [ € baixa e, dependendo da sua energia, estas particulas podem percorrer
até alguns milimetros a partir do local onde sdo depositadas. O diametro tipico de uma célula é
de 5 a 20 pm. Assim, o alcance na matéria de uma particula  corresponde ao didmetro de varias
células (por exemplo, o alcance das particulas B emitidas pelos isotopos *’Lu, **'1 e **3Sm é de
1,8 mm, 24 mm e 3,0 mm, respetivamente). Neste sentido, as células irradiadas por
radiofarmacos emissores B nao serdo apenas as células alvo, mas também as células
circundantes, sejam estas doentes ou saudaveis. Por este motivo, existe uma desvantagem na
utilizacdo deste tipo de radiofarmacos, nomeadamente quando os tecidos circundantes ao tumor
primario sdo tecidos com radiosensibilidade aumentada, como é o caso da medula 6ssea. Nos
tumores de grandes dimensdes, geralmente ocorrem alteracdes metabdlicas que conduzem a um
menor suprimento de vasos sanguineos para as camadas celulares mais externas. Desta forma, a
distribuicdo do radiofarmaco neste tipo de tumor ndo serd homogénea. Nestes casos de tumores
ou metastases de grandes dimensoes, existe uma vantagem clara na utilizacdo de radiofarmacos
que contenham radionuclideos emissores de particulas B, uma vez que o seu relativamente longo
alcance vai permitir a irradiacdo do conjunto das células tumorais, mesmo que individualmente
nem todas captem o radionuclideo[11,13].

Por outro lado, as particulas o apresentam elevada LET, pelo que o seu percurso a partir do local
onde sdo depositadas é consideravelmente mais curto. Como se pode verificar pela

representacdo apresentada na Figura 1.3, o percurso das particulas o tem uma ordem de
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grandeza equivalente a dimensdo de algumas células (menos de 100 nm), o que significa que
muito pouca da energia emitida é depositada fora do grupo de células alvo. Contudo, uma das
desvantagens do uso de emissores de particulas a reside no facto de que estes radionuclideos
tém que ser depositados em praticamente todas as células tumorais, sob pena de uma irradiacdo
insuficiente do tumor, que poderia facilmente resultar numa recidiva tumoral.

Foi recentemente aprovado pela FDA (do inglés Food and Drug Administration) o primeiro
radiofarmaco emissor de particulas o para terapéutica com radionuclideos, 0 “*RaCl,. Este tipo
de radiofarmacos é particularmente interessante para o tratamento de pequenas massas tumorais
ou metastaticas de tumores da prostata com resisténcia a castragdo, que apresentem elevado
suprimento sanguineo e avidez metabodlica[11,13].

Os eletroes Auger tém um alcance ainda mais curto do que as particulas o, percorrendo uma
distancia maxima inferior a dimenséo do nicleo celular, depositando por isso toda a sua energia
num volume muito limitado (ver Figura 1.3). Para que apresentem radiocitotoxicidade, 0s
emissores de eletrbes Auger tém que ser depositados o mais proximo possivel da dupla hélice de
ADN das células alvo. Atualmente, ndo se encontra em utilizacdo clinica corrente nenhum
radiofarmaco de emissores de eletrbes Auger. No entanto, como discutido a seguir,
radiofarmacos com emissores de eletrGes Auger sdo considerados bastante promissores, pois

seriam muito adequados para o tratamento de metastases ou de pequenos tumores.

1.3 Radiofarmacos para Terapia Auger

1.3.1. Radionuclideos Relevantes e o0 Efeito Auger

Na sequéncia da transformacdo nuclear inerente ao processo de decaimento radioativo, o nicleo
final ainda fica na maior parte das vezes num estado excitado. A libertagdo deste excesso de
energia ocorre maioritariamente por emissdo de radiagéo y. Se o estado excitado tiver um tempo
de vida mensuravel, estamos na presenca de isomeros ditos metastaveis. Neste caso, 0 processo
envolvido designa-se por transicdo isomérica, sendo o0 processo que ocorre no decaimento do
%¥MTc. Em alternativa, 0 excesso de energia do nucleo final é transferido diretamente para um
eletrdo de uma orbital eletronica interna (mais provavelmente da camada K), levando a sua
ejecdo por um processo gue se designa ""conversao interna".

A probabilidade de ocorréncia do fenémeno de conversao interna aumenta com o aumento do

periodo de semidesintegracdo do radioisétopo e com o aumento do ndmero atdmico, sendo
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ainda mais frequente em radioisétopos emissores de radiacdo gama de baixa energia. Na
sequéncia deste processo, cria-se uma lacuna numa camada interna da distribuicdo eletronica.

E de salientar que o processo de decaimento radioativo designado por "captura eletronica”
também gera lacunas na camada mais interna da nuvem eletronica. A captura eletronica ocorre
quando um eletrdo da camada interna interage com um protdo do nlcleo para formar um
neutrdo[7,11,17].

Em qualquer um dos casos atras descritos, a lacuna originada na camada interna por conversao
interna ou por captura eletrénica é rapidamente preenchida, na sequéncia de uma cascata de
transicBes eletronicas, por eletrdes das camadas mais externas (Figura 1.4). A diferenga
energética resultante deste rearranjo eletrénico pode, ou ndo, envolver a emissao de radiacao
ionizante, como por exemplo de fotbes X de energia caracteristica[10,15,16]. O processo de
desexcitacdo que compete com esta emissdo fotdnica designa-se "efeito Auger”. Como
representado na imagem da direita da Figura 1.4, este efeito envolve a emissdo de eletrdes
Auger, Coster-Kronig e Super Coster-Kronig, que se distinguem pela camada de origem
envolvida do processo de transicdo eletronica, mas é usual a designacdo comum de “eletrGes
Auger" para todos eles[10,15,16].
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Figura 1.4: A esquerda, representacio esquematica do processo de conversdo interna. A direita,

representacdo esquematica da libertacdo de um eletrdo Auger.

O "efeito Auger" deve o seu nome ao fisico francés Pierre Auger, que demonstrou a sua
ocorréncia durante a desexcitagdo eletronica dos dtomos. Durante varios anos, a importancia
deste fenémeno foi ignorada, sobretudo devido ao facto de a energia transportada por este tipo
de eletrbes ser negligenciavel, quando comparada com a energia total libertada durante o
decaimento radioativo[10,15-18].

A energia dos eletrdes Auger emitidos depende sobretudo do numero atémico do atomo do
elemento, da camada eletrénica de onde é emitido o eletrdo e da configuracdo eletronica
envolvida, estando tipicamente num intervalo que vai desde alguns eV até 100 keV. Como este

tipo de eletrbes apresenta um reduzido alcance na matéria, de 2 a 500 nm (com a maior parte da
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energia depositada num raio de 1-2 nm), a sua LET é bastante elevada (4-26 keV/um) quando
comparada com os radionuclideos atualmente em utilizacdo clinica para terapéutica, como 0s
emissores de particulas B (LET = 0,2 keV/um), que apresentam alcances na ordem dos
milimetros (0,05-12 mm), como atrés referido[7,10,11,17]. Neste sentido, os eletrGes Auger tém
um grande potencial para utilizagdo em terapéutica com radionuclideos, sobretudo segundo o
conceito da radioterapia dirigida.

Foi na década de 1970, na sequéncia de uma conferéncia organizada pelo Professor
Feinendegen da Universidade de Dusseldorf, que comegaram a ser feitos avangos consideraveis
em relacdo a possivel utilizacdo de emissores de eletrdes Auger para terapéutica antitumoral.
Passados 10 anos, comegaram a surgir estudos mais robustos que conduziram a melhor
compreensao dos efeitos radiobioldgicos dos eletrbes Auger. Este tipo de decaimento resulta na
emissdo de eletrGes de baixa energia, promovendo irradiacdo de elevada densidade eletronica na
vizinhanca imediata do local de decaimento[10, 5, 6].

Estudos de microdosimetria permitiram concluir que os efeitos bioldgicos dos eletrdes Auger
apresentam uma dependéncia critica a localizacdo celular do radionuclideo emissor, uma vez
que quando esses isOtopos se encontram no espago extranuclear, ndo sdo detetados efeitos
toxicos relevantes nas células. Por outro lado, quando o decaimento ocorre préximo do ADN, os
eletrdes Auger provocam danos celulares caracteristicos de radiagdo com elevada LET,
nomeadamente quebras na cadeia nucleotidica, mutagdes, aberracbes cromossdmicas ou morte
celular[11,15,16]. Por essa razdo, o desenvolvimento da terapéutica com radionuclideos
emissores de eletrdes Auger implica necessariamente que o radiofarmaco seja captado pelo
nucleo das células do 6rgdo-alvo, sendo o ADN um alvo preferencial para os efeitos biol6gicos
deste tipo de particulas[20,27-31].

Atualmente existe um nimero razoavel de radionuclideos emissores de eletrdes Auger que sdo
utilizados clinicamente em medicina nuclear para fins de diagndstico. Na Tabela 1.2
apresentam-se alguns exemplos de isétopos emissores de eletrbes Auger, como o Galio-67
(°’Ga), Tecnécio-99m (*™Tc), indio-111 (***In), lodo-123 (**1), lodo-125 (**I) e o Talio-201
(®®'TI). Contudo, cerca de metade dos radioistopos cujo decaimento ocorre por transicio

isomérica ou por captura eletronica sdo emissores de eletrdes Auger[11,15,17].

Tabela 1.2: Propriedades fisicas de alguns radionuclideos emissores de eletrdes Auger.

Radionuclideo T Nr.° médio eletr6es Auger emitidos por decaimento
T 6,0 horas 4
"in 2,8 dias 14,7
Rl 13,2 horas 14,9
) 59,4 dias 24,9
O 3,04 dias 36,9
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O radiois6topo 1 é um dos emissores de eletrdes Auger mais estudados. Para além do
potencial interesse como emissor de eletrGes Auger, o elevado periodo de semidesintegracdo do
%] e a emissdo de radiagdo y de baixa energia torna-o também atrativo para utilizacdo em
ensaios preliminares de desenvolvimento de radiofarmacos com 2| para imagiologia SPECT.
Como descrito na Figura 1.5, o decaimento radioativo do '*°I ocorre em duas etapas. Na
primeira, 0 is6topo **I, com um periodo de semidesintegracdo de cerca de 59,4 dias, decai por
captura eletronica para um estado excitado do Teltrio-125 (***Te), havendo emissao de radiaco
X caracteristica e eletrbes Auger provenientes da desexcitacdo eletronica da camada L para a
camada K. Este estado intermediario excitado tem um tempo de vida muito curto (cerca de 1,5
ns), e transforma-se em Tl (no estado fundamental) através de um processo de conversdo
interna, com emissdo de fotdes y de 35,5 keV. Este processo de conversdo interna conduz a
nova emissdo de eletrdes Auger[19].

Radiagdo X 125

l\l’ 53

Eletrdes Auger
Y 7

T = 59,4 dias

Captura eletrénica

Conversio interna
Radiagdoyény,, . |Tie=1.5ns
YA

Eletrdes Au; ger;,“u"f-;'\"f WY

wTe

Figura 1.5: Processo de decaimento radioativo do **1[19].

Os espectros dos radionuclideos emissores de eletrdes Auger sdo muito complexos, exigindo a
aplicagdo de modelos computacionais e matematicos sofisticados que tém vindo a evoluir ao
longo das ultimas décadas[10]. Fruto desses avangos, o Professor Roger Howell do grupo de
trabalho de Medicina Nuclear da American Association of Physicists in Medicine publicou um

estudo detalhado do espectro de emissdo do is6topo '#°1, que é apresentado na Tabela 1.3[19].

Energia Média Rendimento/ Alcance Energia Média Rendimento/
(Mev) decaimento (pum) (Mev) decaimento

7 3.55E—02 6.47TE—02

IC1K 3.65E-03 1.97E—-01 498E—01  Xemay K, 2.75E—-02 7.51E-01
ICIL 3.06E—02 1.1I0E-01 1.86E+01 X-ray K, 2.72E-02 394E-01
IC 1 M,N... 347E—02 2.84E—02 231E401  Xeray Kp 3.10E-02 1.38E—01
Auger KLL 2.24E—02 1.38E—-01 1.08E4+01  Xeray Ky 317E-02 4.03£-02
Auger KLX 2.64E—02 5.90E—02 1.43E+01 X-ray Kgy 3.09E—-02 6.85£—02
Auger KXY 3.02E—02 6.50E—03 1.82E+01  X-ray Kgs 312E-02 1.20E—-03
CK LLX 2.19E—04 2.64E—01 1.02E—02 X-ray KM\N,0 3.17E-02 3.00E-03
Auger LMM 3.05E—03 1.25E+400 373E—01  XerayL 3.93E-03 1.32E-01
Auger LMX 3.67E—03 3.40E—01 5.04E—01  XorayM 5.42E—-04 4.00E-03
Auger LXY 4.34E—03 2.11E—02 6.62E—01

CK MMX 1.27E—04 1.44E 400 6.43E—03

Auger MXY 4.61E—04 3.28E+00 2.25E—02

CK NNX 2.99E—05 3.51E+00 1.75E—03

Auger NXY 3.24E—05 1.09E+01 1.97E—03

CK 00X 6.00E—06 3.66E+00 1.50E—04

Tabela 1.3: Espectro médio de emissdo do is6topo **I[19].
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Além do '#I1, outros radionuclideos emissores de eletrdes Auger tém sido estudados, sobretudo
nos Gltimos anos, sendo de destacar 0 *"™Tc e o *In.

A maior parte dos radiofarmacos em atual utilizagdo clinica para diagnostico corresponde a
complexos de *™Tc. Do ponto de vista da aplicacdo dual, diagnéstico e terapia, existe muito
interesse no desenvolvimento de radiofarmacos tecneciados. Varios grupos tém dirigido a sua
investigagdo para os efeitos decorrentes da emissdo Auger do *"Tc. Recentemente, a
importancia dos eletrdes Auger emitidos por este radioisétopo foi descrita por Cambien e
colaboradores, que investigaram o fendmeno de hibernacéo das células do tecido tiroideu, por
exposicdo in vivo ao ifo *™Tc-pertecnetato (*"TcOy). Outros grupos estudaram ainda os efeitos
em ADN plasmidico de complexos de ®™Tc com afinidade para o ADN, como derivados do
antraceno, do DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindole) ou do alaranjado de acridina (Figura 1.6),

entre outros[21-23].

oty

o £ i O
Ho/j(H\| 2 OH O ,//7 0 [ :\N|:7:|
HO?(N*LK O \ =N O co/lo\co
&,

(Derivado do *™Tc-DAPI) (Derivado da AO) (Derivado do Antraceno)

Figura 1.6: Complexos de *™Tc avaliados in vitro como emissores de eletrdes Auger. [21-23]

Varios radiofarmacos utilizados para diagnéstico em medicina nuclear correspondem a péptidos
ou anticorpos marcados com **In. Este radionuclideo emite cerca de 15 eletres Auger por
decaimento, o que faz com que haja interesse no estudo de potenciais radiofarmacos marcados
com *'In para terapéutica com radionuclideos. Os grupos de investigagio de Andreas Wicki e
de Raymond Reilly tém desenvolvido trabalhos recentes que envolvem a utilizagdo de péptidos
ou anticorpos marcados com In, com o propésito de investigar o seu potencial enquanto

radiofarmacos para terapéutica por radionuclideos emissores de eletrdes Auger[24-26].

1.3.2 Moléculas Radiodadas para Terapia Auger
O lodo-127 (*’1) é o Unico is6topo natural de lodo, mas sdo conhecidos mais de 30

radioisotopos artificiais deste halogéneo, alguns dos quais sdo utilizados atualmente na

medicina para preparar radiofarmacos utilizados em diagndstico e terapéutica.
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Com efeito, o primeiro radiois6topo utilizado na pratica clinica foi o **'I, usado desde a década
de 1940. O facto de ser um elemento com elevada afinidade para a glandula tiroideia e,
simultaneamente, um emissor de particulas B, tornou-0 atrativo para o tratamento do cancro da
tiroideia, tendo sido posteriormente o primeiro radiofarmaco em utilizag&o clinica aprovado pela
FDA[32,33]. Posteriormente, com o trabalho pioneiro de Hal Anger na década de 1960 que
desenvolveu equipamentos capazes de obter imagens bidimensionais da distribuicdo de um
radiofarmaco no corpo de um paciente, a utilizacio de moléculas marcadas com **'1 passou a
poder ser seguida in vivo de forma mais facil e ndo invasiva. Apesar das suas caracteristicas
fisicas ndo serem as ideais para as Camaras Gama (previamente designadas por Camaras Anger)

18 continua a ser utilizado

da medicina nuclear, ainda nos dias de hoje o isétopo
extensivamente na clinica, sobretudo no ambito da terapéutica com radionuclideos.

Outros is6topos radioativos do lodo sdo hoje em dia empregues para fins diagnosticos. Destaca-
se 0 2| com caracteristicas fisicas que se adequam melhor & obtencdo de imagens nas modernas
camaras gama, largamente empregue em estudos cerebrais para diagnostico de doenca de
Parkinson, com base no mapeamento in vivo da densidade do transportador dopaminérgico,

utilizando um analogo da cocaina marcado com *#I.

Mais recentemente, estudos sugerem a
aplicabilidade de pequenas moléculas marcadas com 2| para diagnéstico do cancro da préstata
e respetivas metastases que sobreexpressem o antigénio especifico da prostata, PSA[34]. Tém
também sido desenvolvidos estudos no sentido de apurar a utilidade clinica do uso do is6topo
1241, um emissor de positrdes, para técnicas imagioldgicas por PET[32,35,36].
Consideravelmente menos utilizado na prética clinica, o isétopo '*I foi bastante utilizado em
radioimunoensaios. A sua utilizacdo para imagiologia ndo é exequivel uma vez que emite fotdes
v de apenas 35,5 keV, energia ndo adequada a dete¢do por SPECT. Mais recentemente, este
isétopo tem sido aplicado para braquiterapia, em doentes com carcinoma prostatico[35,37,38].
Como ja referido, 0 I é um is6topo do lodo com grande relevancia para desenvolvimento de
radiofarmacos para terapéutica Auger, area em que se insere o trabalho apresentado.

Existem diversas estratégias disponiveis para sintetizar moléculas marcadas com iodo radioativo
(M, 21, 1 ou 1), as quais foram desenvolvidas tendo em conta a quimica organica do
elemento iodo e as restricdes impostas pela elevada atividade especifica’ dos radioisétopos do
iodo. O desenvolvimento de compostos radioiodados para terapéutica Auger dirigida ao ADN
envolve, de uma forma geral, a sintese e avaliagdo de compostos com capacidade de se
incorporar na dupla hélice de ADN ou de estabelecer fortes interagdes intermoleculares com o
ADN. Estas interacdes intermoleculares podem envolver a intercalagdo entre pares de bases ou
interacdo com 0s sulcos maiores ou menores do ADN, como discutido com mais detalhe no

subcapitulo 1.4[5]. Neste sentido, uma intensa investigacdo tem vindo a ser desenvolvida,

" Atividade Especifica refere-se a radioatividade por unidade de massa de um dado elemento ou composto.
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nomeadamente com compostos como o “**#|-lodoestrogénio, com especial afinidade para
tumores com recetores de estrogénio, o 5-[**’1]iodo-2'-desoxiuridina (***1-UDR), que substitui a
timidina na estrutura do ADN, o **I-iodoHoechst (**’I-IH), que estabelece interacdo com o
sulco maior do ADN, ou ainda derivados radioiodados de acridina, um conhecido intercalador
do ADN (ver Figura 1.7)[28-30,40-44].

125 N N
”” ho ||
/j.\ ‘s\c\ /©[ Vi 1251 TodoHoechst
0 N H K\N N NH (125L.1H)
HO. N \
{e] Me/
E-17a-['*I]iodovinil-
OH HO 11b-metoxiestradiol T
5-[2*T}iodo-2'desoxiuridina a G o
(>5L.UDR) ol 4-[**’I]-10doacridina

Figura 1.7: Compostos radiomarcados com *#1, investigados para terapia Auger.

E de referir que a utilizagdo de radiofarmacos de **I enquanto emissores Auger tem também
sido alvo de estudos recentes, com vista a terapéutica de tumores primarios da préstata com
sobreexpressdo de PSMA e respetivas lesGes secundarias. Os compostos representados na
Figura 1.8 foram ja radiomarcados com *?*| e tém comprovada utilidade para diagnéstico desta
doenca por SPECT. O composto representado por Al foi também marcado com '#I para
avaliacdo de efeito Auger e os estudos pré-clinicos em ratinho com tumor induzido mostraram

uma resposta terapéutica com resultados bastante promissores[45].

HN NH
0
O__OH :<NH
j, O._OH
£ 0 j
o) J 0 -0
TN S
OH OH N ONTON
OH H H
OH

Al *123/125| A2
Figura 1.8: Compostos marcados com *#I, em investigacdo para diagnéstico de carcinoma da prostata.

A2 foi ja marcado com *2**!| para diagnéstico PET e terapia com particulas p [45,46].

O elevado periodo de semidesintegracdo do '*I torna-o também atrativo para utilizacdo em

ensaios preliminares de desenvolvimento de radiofdrmacos marcados com 123

pois permite
avaliar in vivo compostos radioiodados por periodos de tempo mais longos. O *#°1 é também um
dos principais isotopos utilizados para o estudo dos efeitos terapéuticos dos eletrGes Auger. Por

estas caracteristicas, este foi o radionuclideo escolhido para os ensaios realizados neste trabalho.
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1.4 Compostos com Afinidade para o ADN e Modos de Interacdo

1.4.1. Estrutura do ADN e Tipos de Interacao

A dupla hélice de ADN é um polimero que consiste em duas cadeias antiparalelas constituidas
por acUcares (riboses) e grupos fosfato unidos por ligacbes fosfodiéster. Os pares de bases
azotadas adenina/citosina e guanina/timina ligam-se por pontes de hidrogénio e associam-se as
moléculas de ribose por ligagdes covalentes, como representado na Figura 1.9[47,48].

Pl -

i —...
[ e
I -

.\

" minor
grooves

Figura 1.9: (a) Representacdo esquematica da estrutura da molécula de ADN; (b) Representacdo dos

sulcos maior e menor do ADN.

A arquitetura das duas cadeias polinucleotidicas da dupla hélice de ADN define uma
conformac&o helicoidal da molécula, conferindo-lhe dois tipos de sulcos: o maior e 0 menor, tal

como se representa na Figura 1.9[47,48].

Dada a importancia do ADN como biomolécula e pelo facto de apresentar varios locais
disponiveis para ligagdo, tém sido feitos esforgos para desenhar novo compostos com
capacidade para interagir com o ADN, que séo particularmente interessantes pelo seu potencial
como agentes terapéuticos contra varios tipos de patologias, nomeadamente o cancro[49,50].
Nesta area de investigacdo, um dos grandes desafios relaciona-se com a sintese de estruturas

com capacidade de interagdo seletiva com o ADN, incluindo ADN de diferentes topologias[49].

Compostos organicos pequenos como a ciclosporina ou o gas mostarda, séo eletrofilos fortes e
interagem com grupos nucleéfilos do ADN, formando ligagGes covalentes com a dupla hélice
do ADN por reacdes de alquilagdo. Agentes quimioterapéuticos com conhecida utilidade clinica

interagem com o ADN desta forma, como é também o caso da cisplatina[47-49,51].

16



Compostos Radioiodados para Terapia Auger

Alguns compostos organicos interagem com o ADN de forma néo-covalente, como
representado na Figura 1.10. Neste tipo de interacdes, destacam-se as interacOes eletroestaticas
(outside stacking), as interacGes por ligacdo aos sulcos maior e menor (major e minor groove
binding) e as interacfes por intercalacdo do composto entre os pares de bases nucleotidicas[47-
49,51].

B

a) b) )
Figura 1.10: Interacdo ndo-covalente de pequenas moléculas com o ADN. a) outside stacking; b) groove

binding; c) intercalag&o.

As ligagOes eletroestaticas ocorrem devido & interagdo entre os grupos fosfato da dupla hélice de
ADN, carregados negativamente, e as pequenas moléculas com carga positiva. A maioria dos
corantes organicos tendem a formar este tipo de ligagdes. Alguns complexos metalicos,
nomeadamente complexos cationicos, interagem desta forma com os grupos fosfato do ADN.
As interacGes de pequenas moléculas organicas do tipo groove binding ou por intercalacdo
ocorrem devido ao envolvimento do n-n stacking, ligacdes por pontes de hidrogénio, forcas de
van der Waals ou interacdes hidrofébicas. A diferenca principal entre estas duas formas de
interacdo reside no facto de, quando ocorre intercalacdo, surgir uma consequente distor¢do de
conformacdo na estrutura do ADN, alteracdo que ndo se verifica nas interacBes do tipo major ou
minor groove binding[49-51].

A maioria dos compostos que interagem com o ADN por groove binding liga-se ao sulco
menor. Nas interacdes do tipo groove binding, o composto interage diretamente com os pares de
bases do ADN, nomeadamente com o par Guanina-Citosina (major groove) ou com 0 par
Adenina-Timina (minor groove). Os groove binders ndo introduzem alteragdes conformacionais
relevantes na estrutura do ADN. Este tipo de interagdo ocorre com compostos aromaticos ou
heteroaromaticos[47-49].

Os compostos com capacidade de intercalacdo entre os pares de bases nucleotidicas do ADN
tém também sido extensivamente estudados como potenciais farmacos. Na molécula de ADN,
as bases apresentam uma disposicao proxima de um arranjo coplanar, permitindo que estruturas
aromaticas policiclicas intercalem entre dois pares de bases. Neste tipo de ligagdo, os anéis
aromaticos do composto, com conformacéo planar, inserem-se entre os pares de bases do ADN

com o eixo mais longo da molécula paralelo ou perpendicular ao local de ligacao, estabelecendo
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a chamada interacdo por n-n stacking. Embora o processo de intercalacdo envolva geralmente
um maior gasto energético do que outros processos de interagdo com o ADN, este tipo de
ligacdo é bastante forte e estabilizada por forgas de van der Waals, hidrofébicas e eletrostaticas.
A intercalacdo ocorre preferencialmente entre os pares de bases das sequéncias Citosina-
Guanina e confere, como j& mencionado, alguma distorcdo a conformacao estrutural do ADN,
reduzindo a sua liberdade de movimento[47-49,51].

Uma vez que a interacdo de pequenas moléculas com o ADN pode alterar a sua estrutura e
consequentemente a sua funcgdo, torna-se essencial o estudo das propriedades fisico-quimicas
dos complexos DNA-ligando resultantes, o que pode ser feito recorrendo a diferentes técnicas
espectroscopicas, como discutido no capitulo 3[49,50,52].

1.4.2 Derivados do Alaranjado de Acridina

Vaérios derivados da acridina tém sido estudados pela sua capacidade de intercalagdo com as
bases nucleotidicas do ADN para o desenvolvimento de farmacos com potencial agdo quimio e
radioterapéutica. O Alaranjado de Acridina (AO, do inglés Acridine Orange) é um composto
heteroaromatico planar, cuja estrutura se relaciona com a do antraceno e tem potencial como
agente anticarcinogénico, 0 que motivou uma intensa investigacdo. Este foi o primeiro
composto a ser proposto como modelo molecular para estudar a interacdo ligando-ADN, por
Lerman, em 1961. Em 1977, Roger F Martin foi dos primeiros autores a publicar sobre a
capacidade de inducdo de DSB no ADN por uma acridina radioiodada com *°I. Senait Ghirmai
e colaboradores realizaram também uma extensiva investigagdo com compostos derivados da

125|
)

acridina marcados com sobre a sua capacidade de inducdo de danos irreversiveis na

estrutura do ADN. Mais recentemente, estudos de Maryline Gardette mostraram o potencial de
derivados da acridina marcados com |
Auger[44,52-53,54-58].

Nos trabalhos desenvolvidos nesta tese utilizamos a AO como unidade intercaladora do ADN,

para terapéutica do melanoma com eletrdes

com o objetivo de obter novos compostos marcados com **°I com potencial para terapéutica de
tumores através de eletrdes Auger.

Os derivados da acridina apresentam-se sob a forma de catido monovalente, como resultado da
protonacdo no atomo de azoto da unidade aromética, mesmo sob condi¢des neutras. Sabe-se
também que a protonagdo neste &tomo potencia a capacidade de o composto intercalar entre as
bases nucleotidicas do ADN[49,53].

Como representado na Figura 1.11, o alaranjado de acridina é um derivado dimetilamino-

substituido da acridina que também apresenta capacidade de interacdo com o ADN por
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intercalacdo, que é potenciada por atracfes eletrostaticas com os grupos fosfato. Derivados da
AO séo geralmente estaveis do ponto de vista quimico e apresentam uma afinidade elevada para
as moléculas de ADN. A sua elevada absorcdo de luz, intensidade de fluorescéncia e
propriedades corantes faz com que esta estrutura molecular proporcione a realizagdo de uma
grande variedade de estudos espectroscdpicos que facilitam o estudo da interacdo com o ADN,
bem como a avaliagio da captagdo celular dos compostos por microscopia de
fluorescéncia[49,59]. Estas vantagens motivaram a escolha da AO como estrutura base dos
derivados radioiodados que se descrevem nesta tese.

/ O
“xl,Tl H“-N N/ .

N
| N
A B

Figura 1.11: Estrutura quimica do Alaranjado de Acridina (A) e da Acridina (B).

E ainda de salientar que é bem conhecida a capacidade da AO se acumular seletivamente em
sarcomas musculo-esqueléticos. Tem vindo a ser explorada a sua atividade fotossensibilizadora
no tratamento in vivo desta doenca por terapia fotodinamica (PDT, do inglés Photodinamic
Therapy), através da irradiacdo com luz visivel ou irradiagdo com baixas doses de radiacdo X.
Os resultados obtidos sdo promissores e a utilizagdo clinica da AO para PDT neste tipo de
tumores é jA uma realidade[60,61]. Este comportamento favoravel dos derivados de AO em
terapia fotodindmica leva-nos ainda a considerar que a obtengdo dos congéneres radioiodados
poderd potenciar novas aproximagfes teranosticas do cancro (PDT + imagiologia PET ou
SPECT + Terapéutica Auger). No entanto, esta vertente encontra-se fora do ambito do trabalho

que é descrito nesta tese.

1.5 Objetivo do Trabalho

Nos ultimos anos, tem sido feito um grande esforco para explorar as propriedades ionizantes dos
emissores de eletrbes Auger para terapia com radionuclideos seletiva e dirigida. Entre os
radionuclideos emissores de eletrdes Auger, o *°| apresenta particular interesse pois emite cerca
de 20 eletrGes por decaimento, em oposicdo aos 14 e 4 eletrdes por decaimento emitidos pelo
"In e pelo ®™Tc, respetivamente. Uma vez que os eletres Auger apenas percorrem curtas
distancias nos tecidos, o radionuclideo tem que ser transportado para o nucleo da célula, de

forma a causar danos no ADN.
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Partindo das conhecidas propriedades de intercalagdo da AO e dos seus derivados com o0 ADN,
0 objetivo principal do trabalho foi sintetizar derivados da AO Uteis para desenvolver compostos
marcados com **°I com potencial para radioterapia dirigida ao ADN.

O projeto compreendeu as seguintes etapas:

a. Sintese e caracterizacdo dos compostos
Propusemo-nos sintetizar trés compostos derivados da AO contendo uma cadeia alquilica de
tamanho variavel entre a estrutura da AO e o is6topo emissor de eletrbes Auger. Para avaliar o
efeito da distancia do radionuclideo a cadeia de ADN nos danos causados, foram exploradas
cadeias metilénicas com 3, 5 e 8 atomos de carbono.

\
N_
6A: I"="27|; n=1
6B: I"="27|: n=3 0
6C: I'=""I:n=6  »—<@®,

N
125.6A: [=125]: n=1 _}9—\ 0

125'_63: |*=125|; n=3
125-6C: I*=12%: n=6

Figura 1.12: Compostos finais sintetizados e avaliados neste trabalho.

b. Estudos de intera¢ao dos compostos com o ADN

Estes estudos envolveram a avaliagdo da interacdo com ADN de timo de vitelo (CT-ADN) dos
compostos ndo radioativos, usando diferentes técnicas espectroscéopicas: UV/Visivel (UV-Vis),
fluorescéncia e dicroismo circular (CD). Estes estudos pretenderam confirmar se 0s novos
derivados de AO interagiam com o ADN preferencialmente por intercalacdo e verificar se 0s
diferentes espagadores influenciavam o modo de interacéo e afinidade para o0 ADN.

Estudou-se ainda os danos induzidos na cadeia de ADN plasmidico pelos compostos marcados
com 1, investigando a importancia do efeito direto e indireto dos eletres Auger nos danos

causados, através de técnicas de eletroforese em gel de agarose e analise densitométrica.

c. [Estudos celulares:
Estes estudos tiveram como objetivo verificar se os derivados de AO marcados com *#°| eram
captados pelas células tumorais e se apresentavam capacidade de induzir efeitos citotéxicos.
Envolveram por isso a determinacdo da captacdo e internalizacdo celular dos compostos
radioiodados em diferentes linhas celulares tumorais. A sua radiocitotoxicidade foi avaliada de
forma preliminar, usando ensaios de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio) e y-H2AX (fosforilagéo da histona H2AX).
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2. SINTESE E CARACTERIZACAO DOS
DERIVADOS IODADOS DO ALARANJADO
DE ACRIDINA
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2. SINTESE E CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS IODADOS
DO ALARANJADO DE ACRIDINA

2.1 Consideracdes Gerais

Neste capitulo, é descrita a sintese e a caracterizacdo dos diferentes derivados da AO que foram
estudados neste trabalho, incluindo os compostos finais radioiodados e 0s congéneres nao
radioativos.

Sendo um objetivo deste trabalho a avaliacdo do efeito da distancia entre o &tomo emissor de
eletrbes Auger e o intercalador do ADN, foram sintetizados trés derivados da AO, com uma
cadeia alifatica de trés, cinco e oito 4tomos de carbono entre o 4tomo de *°l e a AO. A Figura
2.1 ilustra de forma genérica 0s varios passos de sintese envolvidos na obtengdo dos compostos

pretendidos.
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7B: n=3 125]-6B: n=3
7C: n=6 1251-6C: n=6

Figura 2.1: Estratégia geral da sintese dos derivados iodados da AO.

Em sintese orgénica é muitas vezes importante a prote¢do de grupos amina, de forma que a sua
nucleofilia caracteristica ndo comprometa o rendimento da reacdo. Uma das abordagens
possiveis consiste na sua substituicdo por um grupo ftalimida contrariando o seu carater
nucleofilico. Assim, foram inicialmente sintetizados derivados iodo-n-alquilftalimida contendo
espacadores alquilicos de diferentes tamanhos (3, 5 e 8 atomos de carbono), os quais foram
utilizados nas reacdes de N-alquilagdo da AO, para obtermos os compostos 3A, 3B e 3C
(Figura 2.1).
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Para conversao dos grupos ftalimida a funcdes amina podem utilizar-se rea¢6es com hidrazina,
ou reagentes redutores nucleo6filos como o LiAlIH, (Hidreto de aluminio e litio) ou o NaBH,
(Boro-hidreto de sodio)[62-64]. Foi inicialmente adotada como abordagem de desprotecdo do
grupo ftalimida do composto 3A a reducdo com boro-hidreto de sédio. Este reagente de
transferéncia de hidreto atuaria diretamente no atomo de carbono do grupo carbonilo,
conduzindo a abertura do anel da ftalimida e & consequente libertacdo da amina priméria. Dado
0 baixo rendimento obtido por esta abordagem, optou-se por levar a cabo as reaces de
desprotecdo da ftalimida com hidrazina monoidratada, que conduziu & formacao dos compostos
4A, 4B e 4C, como descrito com detalhe a seguir.

Como se explica mais a frente, para a sintese dos derivados iodobenzamida da AO, 6A, 6B e
6C, utilizamos o éster ativado 4-iodobenzoato de tetrafluorofenilo que reagiu com os
precursores 4A, 4B e 4C. A utilizagdo de ésteres ativados em reagOes de formagdo de amida é
uma estratégia muito comum uma vez que o carbono de grupos carboxilicos é pouco
eletrofilico, apresentando baixa reatividade face ao ataque de aminas. Além disso, o0 ido
carboxilato é estabilizado por ressonancia sendo por isso dificilmente atacado por
nucledfilos[64]. Ao promover a esterificagdo de um &cido carboxilico, sobretudo quando se
utiliza um alcool com R’ muito eletronegativo (Figura 2.2), o carbono carboxilico torna-se

muito eletrofilico, permitindo assim o ataque nucleofilico por grupos amina, para a formacao de

amidas.
R R a
H—nNu:" + /C:tj — > h—fu—tro — Q + R—OH
R—0

4 <
0
v
Figura 2.2: Mecanismo envolvido no ataque de um nucleéfilo a um &tomo de carbono carboxilico.

Finalmente, foram sintetizados os derivados estanano 7A, 7B e 7C, com vista & radioiodacéo
por substituicao eletrofilica com *1 e formacao dos compostos finais radioiodados **°I-6A, *°1-
6B e 'I-6C. Na literatura encontram-se descritas varias metodologias para radiohalogenagao,
envolvendo reacBes de substituicdo eletrofilica ou nucleofilica. Um dos métodos mais comuns
utilizados para radioiodacdo em anéis aromaticos, consiste na substituicdo eletrofilica de grupos
estanano pelo radiois6topo de iodo. A reacdo € feita sob condicdes que permitam a oxidacao do
iodeto radioativo de partida (I*?) e subsequente incorporacdo do atomo de iodo no anel
aromatico (Figura 2.3). Este tipo de reacfes sdo geralmente efetuadas num periodo de tempo
razoavel e com bons rendimentos, sendo vantajosa quando comparada com reacles de
substituicdo nucleofilica aromatica que, além de mais lentas, envolvem geralmente temperaturas

elevadas[39,53,65].
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Figura 2.3: Exemplo da reacdo de substituicdo eletrofilica de grupos estanano para obtencdo de

compostos radioiodados[66].

A sintese e caracterizagdo dos varios compostos sintetizados, incluindo os compostos
radioiodados, séo descritas e discutidas de forma mais detalhada nos subcapitulos seguintes.

2.2 Sintese e Caracterizacdo dos Compostos lodados Ndo Radioativos

2.2.1 Sintese dos Compostos Bromo-ftalimida (1A, 1B e 1C) e lodo-ftalimida (2A,
2B e 2C)[67-69]

O trabalho foi iniciado com a sintese dos derivados do tipo bromo-n-alquilftalimida (compostos
1A-C), como indicado na Figura 2.4. Para a sintese destes compostos, a ftalimida de potassio
reagiu em CH;CN seco com excesso do dibromo-n-alcano adequado (3 eq.), em refluxo e sob
atmosfera de azoto durante 24 horas. A mistura reacional foi filtrada, lavada com MeOH frio e
concentrada. Fez-se extragdo com CH,Cl,:H,O e concentrou-se a fase organica. Uma vez que
pode ocorrer N-alquilagdo da ftalimida através de ambos os atomos de carbono terminais da
estrutura do dibromo-n-alcano, fez-se purificacdo por coluna de silica gel (eluente: AcOELt:EP,
1:8), de modo a isolar o produto pretendido. Os compostos 1A-C foram obtidos na forma pura,
sob a forma de 6leos amarelos escuro, com rendimentos de 69%, 19% e 68%, respetivamente.
Como descrito na literatura, 0 mecanismo reacional envolve o ataque nucleofilico do par ndo-
ligante do &omo de azoto ao carbono alquilico terminal do dibromo-n-alcano. O KBr é

insoltvel no solvente orgénico, precipitando[67-69].

2 o - 0
@® [S) CH3CN (seco) /\H”\ Acetona (pré-seca)
2~ . Br N
BrMBr + KN;Q Erv n — I/\M:\N
o ' o

n=l1 S
n=3 1A: n=1 24:1=1
=6 1B: n=3 2B: n=3

1C: n=6 2C: n=6

Figura 2.4: Sintese dos compostos Bromo-ftalimida (1A-C) e lodo-ftalimida (2A-C).
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Para a sintese dos derivados iodo-n-alquilftalimida (2A-C), cada um dos trés compostos de
bromo-n-alquilftalimida (1A-C) reagiu com 1,7 eq. de KI, em acetona pré-seca, em refluxo e
sob atmosfera de azoto durante 48 horas (Figura 2.4). A mistura reacional foi filtrada, lavada
com acetona e concentrada. Foram obtidos produtos puros, sob a forma de um sélido amarelo
no caso do composto 2A e um Gleo amarelo escuro no caso dos compostos 2B e 2C, com
rendimentos de 94%, 99% e 82%, respetivamente.

Os compostos 1A-C e 2A-C foram caracterizado por RMN de 'H. A titulo de exemplo,
apresentam-se os espectros de RMN *H dos compostos 1C e 2C na Figura 2.5.
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Figura 2.5: Espectro de RMN *H em CDClI; do composto 1C (em cima) e do composto 2C (em baixo).

A substituicdo do atomo de bromo pelo atomo de iodo ligado ao carbono terminal da cadeia

alquilica promove maior blindagem dos protdes ligados a este carbono, traduzindo-se num
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desvio do sinal desses protGes para campo mais alto nos compostos iodados (2A-C), em
comparagdo com 0s compostos analogos bromados (1A-C).

Concretamente, nos espectros de RMN de ‘H dos compostos bromados (1A-C), os tripletos
correspondentes aos protdes alifaticos ligados ao carbono que se encontra diretamente ligado ao
atomo de bromo (e, g e j, respetivamente) observam-se a 3.40, 3.35 e 3.34 ppm, respetivamente.
Apobs a substituicdo do atomo de bromo pelo &tomo de iodo (compostos 2A-C), o desvio
quimico desses protBes (e, g e j, respetivamente) vai para campo mais alto, a 3.17, 3.18 e 3.13
ppm, respetivamente.

Em relacdo as ressonancias observadas na regido aromaética, identifica-se um multipleto que
corresponde aos protdes a e_b (sistema AB) da ftalimida. O desvio quimico destes protdes, tal
como esperado, ndo sofre diferengas significativas com o aumento da cadeia alquilica, ou com a

substituicdo do halogénio.

2.2.2 Sintese dos Derivados Amina[67-69]
2.2.2.1 Sintese dos derivados ftalimida da AO (3A, 3B e 3C)

Para a sintese dos compostos 3A-C, fez-se reagir os compostos iodo-n-alquilftalimida (2A-C)
com a AO (Figura 2.6. O atomo de carbono da n-alquilftalimida ligado ao halogéneo sofre o
ataque nucleofilico pelo par ndo-ligante do atomo de azoto da AO. Sendo o dtomo de iodo um
bom grupo de saida, a AO é N-alquilada pelo composto iodo-n-alquilftalimida (compostos 2A-

C). A reagdo ocorreu em p-xileno, durante 24 horas, em refluxo e sob atmosfera de azoto.
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Figura 2.6: Sintese dos compostos 3A-C.

A mistura reacional foi arrefecida até a temperatura ambiente e filtrada. Cada um dos compostos
3A-C foi obtido sob a forma de um sélido vermelho escuro, com rendimentos acima dos 95%
para os dois primeiros e de 50% para o composto 3C.

Os compostos foram caracterizados por RMN de *H.
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Os tripletos correspondentes aos protbes alifaticos do dtomo de carbono ligado ao 4tomo de
azoto da AO foram identificados a 4.88, 4.78 e 4.77 ppm, nos espectros dos compostos 3A-C,
respetivamente.

Os tripletos correspondentes aos protdes alifaticos do dtomo de carbono ligado ao atomo de
azoto da ftalimida foram identificados a 4.13, 3.71 e 3.64 ppm, nos espectros do composto 3A-
C, respetivamente.

Em relacdo as ressonéncias observadas na regido aromatica, ndo se encontrou diferencas
significativas no desvio quimico dos protdes dos compostos de partida e dos respetivos produtos
da reacdo. A atribuicdo das ressonancias correspondentes a estes protfes foi feita por
comparagdo com dados publicados na literatura[67-69]: i) Os singuletos correspondentes aos
protbes d da AO foram identificados entre 6.53 e 6.57 ppm; ii) 0s dupletos correspondentes as
ressonancias dos protbes a foram observadas entre 7.00 e 7.03 ppm; iii) Os dupletos
correspondentes aos protbes b foram observados entre 7.87 e 7.92 ppm; iv) Os dupletos
correspondentes aos protdes aromaticos do grupo ftalimida foram identificados entre 7.66 e 7.83

ppm.
A titulo de exemplo, apresenta-se na Figura 2.7 o espectro de RMN *H do composto 3B.
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Figura 2.7: Espectro de RMN 'H em CDClI; do composto 3B.
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2.2.2.2 Desprotecao da ftalimida e sintese dos derivados amina (4A, 4B e 4C)

Como atrés referido, numa primeira abordagem para a reacdo de desprotecdo da ftalimida 3A,
usou-se 5 eg. de NaBH,4 e uma mistura propanol:H,O, 6:1 como solvente. O boro-hidreto de
sodio atua como reagente de transferéncia de hidreto, diretamente no atomo de carbono do
grupo carbonilo, promovendo a formacgdo do grupo carboxilo. A adi¢do de 18 eq. de &cido
acético permite a ciclizagdo do isobenzofurano e consequentemente, a formacdo da amina

priméaria R-NH,, como proposto no mecanismo apresentado na Figura 2.8.
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Figura 2.8: Mecanismo reacional envolvido na sintese do composto 3A, via desprotecdo com NaBHj.

O workup fez-se por extracdo com CHCI;:H,0. O pH é&cido garante a protonacdo da amina
primaria e a sua extracdo na fase aquosa. Seguidamente, basificou-se a fase aquosa com NaOH
4 M, até pH ~14, de forma a promover a desprotonacdo do sal de amonio e fez-se segunda
extracdo com CHCl;. Obteve-se como produto final um sélido vermelho, com rendimento de
19,6%. Dado o baixo rendimento obtido por esta abordagem, optou-se por levar a cabo as
reacOes de desprotecdo dos grupos ftalimida com hidrazina monoidratada (Figura 2.9).
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Figura 2.9: Sintese dos compostos 4A-C.

A reacéo de desprotecédo da ftalimida dos compostos 3A-C com hidrazina decorreu em refluxo,
sob atmosfera de azoto, durante 120 horas, em MeOH seco. O par ndo ligante do &tomo de azoto

da hidrazina ataca o carbono do grupo carbonilo da ftalimida, levando a abertura do anel de
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cinco membros, onde a hidrazina fica acoplada. A adicdo de HCI promove o ataque do par nao
ligante do segundo atomo de azoto da hidrazina ao segundo carbonilo da ftalimida, levando a
ciclizacdo e precipitagdo da ftalazina. Este processo promove a libertacdo da amina priméria
(Figura 2.10).

Terminada a reacdo, filtrou-se a mistura reacional, removendo a ftalazina formada. Apds
filtracdo, teve que se basificar a solucéo até pH ~14, para promover a desprotona¢do da amina,
que se extraiu com CH,Cl,. O composto, depois de seco, foi retomado num pequeno volume de
CH,Cl,, ao qual se adicionou éter dietilico. O tubo foi mantido a -4 °C durante 48 horas e depois
centrifugado para separar um precipitado vermelho. Foi recuperado o solido vermelho com
42%, 37% e 55% de rendimento (compostos 4A-C, respetivamente).

Uma abordagem mecanistica desta reacao € apresentada na Figura 2.10.

\N— \‘— \Nt 4A: n=1
4B: n=3
4C: n=6 o
HzN-NH.H,0 1) HCI 37%

T MeOH __MeOH (seco) 2) NaOH 4M =" hllH
Reﬂuxo N2 NH
48H A (

(’)_\
H,N—NH —_ o N—
—NH, ) )

Figura 2.10 Mecanismo reacional para a sintese dos compostos 3A-C, na abordagem com Hidrazina.

Todos os compostos foram caracterizados por RMN de *H. Os compostos 4B e 4C foram ainda
caracterizados por RMN de **C e ESI-MS. O composto 4A havia sido descrito previamente pelo
Grupo de Ciéncias Radiofarmacéuticas. A sua caracterizacdo por RMN de 'H levou & obtencéo

de dados espectroscdpicos concordantes com os descritos na literatura[67-69].

Nos espectros de ESI-MS dos compostos 4B e 4C, observamos um pico que correspondia ao ido
molecular [M]", apresentando um desdobramento correspondente ao teoricamente esperado, de

acordo com a distribuicdo isotdpica dos compostos, como se indica na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Valores de m/z obtidos para o pico predominante presente nos espectros ESI-MS (modo
positivo) dos compostos 4B e 4C (comparagdo com os valores esperados para 0s respetivos ides-
moleculares).
Composto 4B Composto 4C
m/z observado 351.8 393.5

Valor teérico 351.3 393.3
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Nos espectros de RMN *H dos compostos 4B e 4C observam-se quatro ressonancias na regiao
aromatica, apenas correspondentes aos protbes da AO, comprovando a desprotecdo do grupo
ftalimida. Observam-se ainda cinco e sete ressonancias na regido alifatica, respetivamente.
Em relacdo aos dupletos observados na regido alifatica, os prot6es f sdo aqueles que apresentam
um desvio quimico mais elevado, a 4.55 e 4.54 ppm, nos espectros de RMN *H dos compostos
4B e 4C, respetivamente, como exemplificado para 4B na figura 2.11. Estes protdes alifaticos
sdo os mais desblindados, devido ao efeito eletroatrator do anel heteroaromatico adjacente.
Os espectros de RMN de **C dos compostos 4B e 4C apresentam as ressonancias esperadas,
nomeadamente sete ressonancias na regido aromatica, devidas ao grupo AO (Figura 2.11).
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Figura 2.11: Espectro de RMN *H (em cima) e [*H,**C] HSCQ (em baixo), em CD;0D, do composto 4B.
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2.2.3 Sintese dos Derivados lodobenzamida (néo radioativos)

2.2.3.1 Sintese do éster 4-iodobenzoato de tetrafluorofenilo (5)

Para a sintese dos compostos iodados finais, os derivados iodobenzamida da AO, utilizdmos o
éster 4-iodobenzoato de tetrafluorofenilo. A sintese deste éster ativado foi efetuada como
descrito na literatura, por reacdo do acido 4-iodobenzdico com EDC em 1,4-dioxano, a
temperatura ambiente (Figura 2.12)[67-70]. O par nédo ligante do &tomo de azoto ligado ao
grupo etilo da EDC é protonado pelo dtomo de hidrogénio do grupo OH do 4cido carboxilico,
levando a formacdo de dois intermediarios iénicos. O par nao-ligante do oxigénio fendlico é
responsével pela reacdo com o carbocatido da EDC, permitindo o acoplamento do
tetrafluorofenol. A reacdo ocorreu durante 24h, conduzindo a sintese do éster 4-iodobenzoato de
tetrafluorofenilo (5). Optamos por utilizar EDC como reagente de desidratacdo, uma vez que a
ureia resultante da reacdo com esta carbodiimida é soltvel em agua, sendo facilmente removida

por extracdo liquido-liquido[71-74].

T \
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Figura 2.12: Mecanismo da reacdo envolvido na sintese do éster 4-iodobenzoato de tetrafluorofenilo (5).

A recuperacdo do composto 5 da mistura reacional fez-se por extragdo com CH,CI,:H,0.
Secou-se a fase organica com MgSQ,, filtrou-se e evaporou-se o solvente. Adicionalmente,
procedeu-se a uma purificacdo por coluna de silica gel (eluente AcOEt:EP, 1:6) e foi obtido o
éster ativado 5, puro, sob a forma de cristais brancos e com rendimento de 92%.

O composto 5 foi caracterizado por RMN de 'H (Figura 2.13). No seu espectro observam-se
duas ressonancias a 7.92 e a 7.05 ppm, atribuidas respetivamente aos quatro protes do anel
benzéico (b e ¢) e ao protdo do anel tetrafluorofenilo (a), ambos aromaticos. O sinal a 7.05 ppm
aparece como multipleto devido ao acoplamento do protdo a com os nlcleos dos dtomos de
flaor (“°F).
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Figura 2.13: Espectro de RMN *H em CDCl; do composto 5.

2.2.3.2 Sintese dos precursores amida (6A, 6B e 6C)

T T T T T T
25 720 715 7.10 7.05 7.00 6.95

Para a sintese das amidas 6A-C, fez-se reagir cada um dos derivados amino-acridina 4A-C com
2 eg. de DIPEA, em DMF, durante 30 minutos e a 0 °C (Figura 2.14). Seguidamente fez-se a

adicdo de 1,5 eq. de éster 4-iodobenzoato de tetrafluorofenilo (5) que sofre ataque nucleofilico

pela amina dos precursores 4A-C, conduzindo & sintese dos compostos 6A-C. A reagdo

prolongou-se durante a noite, a temperatura ambiente.
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Figura 2.14: Sintese dos compostos 6A-C.

2)

| @nzi

t.a., 1 noite

6A:n=1
6B:n=3
6C:n=6

33



Compostos Radioiodados para Terapia Auger

A purificacdo dos compostos finais foi feita por coluna de alumina (eluentes: MeOH:CHClIs,
1:9); foram obtidos os produtos puros, sob a forma de um so6lido vermelho, com rendimentos de
72%, 71% e 20% para os compostos 6A-C, respetivamente.

Os compostos 6A-C foram caracterizados por RMN de *H e **C, ESI-MS e anélise elementar
(C,H,N).

Nos espectros de RMN *H dos compostos 6A-C, observam-se quatro, cinco e sete ressonancias
na regido alifatica, respetivamente, e seis na regido aromatica.

Os protdes alifaticos adjacentes a fungdo amida (protdes h do composto 6A, j do composto 6B e
m do composto 6C) encontram-se desviados face aos respetivos derivados ftalimida ou
correspondentes amina, 0 que corrobora a formacéo dos derivados amida (Tabela 2.2).

Tabela 2.2: Desvio quimico (ppm) dos protdes alifaticos adjacentes & funcdo amida para os compostos
6A-C e protbes correspondentes nos compostos 3A-C e 4A-C.

Desvio quimico (ppm) dos derivados:
Derivados ftalimida | Derivados amina | Derivados amida
(compostos 3A-C) | (compostos 4A-C) | (compostos 6A-C)

= ‘E_?o

3 4.13 2.92 3.89 H“b |

8 ]

o A 1
O

o — 2 J

o i O

g 371 2.72 3.60 42 .

T B !

f

3.64 2.67 3.38 )

Protdo m
O
e

Os espectros RMN de 'H dos compostos 6A-C também apresentam dois sinais adicionais na
zona aromatica, em comparagido com os espectros RMN de 'H dos compostos amina
correspondentes, comprovando-se por isso a presenca do grupo iodobenzoilo.

Nos espectros de RMN **C dos compostos 6A-C, observa-se um sinal que atribuimos ao grupo
carbonilo (C=0) a cerca de 167 ppm, resultante da formag&o dos derivados amida. Verificamos
ainda que os sinais dos carbonos alifaticos h, ] e m dos compostos 6A-C, adjacentes a funcao
amida, aparecem a 37.45, 39.35 e 40.05 ppm, respetivamente, com deslocacdo gradual destes

sinais para campo baixo, & medida que o tamanho da cadeia alifatica aumenta.
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A titulo de exemplo, apresentam-se na Figura 2.15 os espectros RMN de 'H e de **C do

composto 6B.
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Figura 2.15: Espectro de RMN [*H,"H] COSY (em cima) e **C (em baixo), em CDCls, do composto 6B.

Nos espectros de ESI-MS dos compostos 6A-C cujos resultados apresentdmos na Tabela 2.3,
observa-se um pico maioritatio correspondente ao ido molecular [M]*, com um desdobramento

de acordo com o teoricamente esperado.
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Tabela 2.3: Valores de m/z obtidos e valores esperados para os espectros de ESI-MS dos compostos 6A-
C.
Composto 6A  Composto 6B Composto 6C
m/z observado 553.2 581.4 623.6
Valor tedrico 553.1 581.2 623.2

Os derivados amida sintetizados (6A-C) foram utilizados nos estudos espectroscopicos com
ADN, descritos no capitulo 3. Estes compostos foram ainda utilizados para a sintese e
confirmacdo da identidade quimica dos congéneres radioativos, descritos no subcapitulo 2.3.

2.2.4 Sintese dos Precursores Estanano (7A, 7B e 7C)

Procedeu-se a estanhagdo dos compostos 6A-C como indicado na Figura 2.16, de modo a

sintetizar os precursores estanhados necessarios para obter os congéneres radioiodados.

\N— DMF(seca) \N—
[Sn(Bu)a]:
DIPEA 0
@® PACL(PPh:): —{(&°)

A A

O _\@_\ O Refluxo, 1 noite Q 7‘7‘_\ o
N
/

| Sn(Bu)s
6A: n=1 TA: n=1
6B: n=3 7B: n=3
6C: n=6 7C: n=6

Figura 2.16: Sintese dos compostos 7A-C.

A reagdo dos compostos 6A-C com tributilestanho decorreu em DMF seca, na presenca de 2,4
eq de DIPEA e 0,1 eq de catalisador de Paladio(ll). O composto foi depois purificado por
coluna de alumina (eluente: MeOH:CH,Cl,, 1:9), tendo-se obtido um soélido vermelho com
rendimento de 38%, 86% e 53% para a sintese dos compostos estanhados 7A-C,
respetivamente. Estes compostos foram armazenados sob atmosfera de azoto, a 4 °C, ao abrigo
da luz, até serem utilizados como precursores nas reacdes de radioiodacdo a seguir descritas.

Os produtos das reacBes de estanhacdo (7A-C) foram caracterizados por RMN de H.
Observam-se diferencas significativas nos valores de desvio quimico dos sinais relativos aos
protbes aromaticos do anel benzénico do grupo benzamida dos compostos 7A-C, quando

comparados com os desvios quimicos dos protdes equivalentes dos compostos 6A-C, como se
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pode constatar pelos valores apresentados na Tabela 2.4. Os protdes em posicdo orto em

relacdo ao grupo tributilestanho (j, | e 0) apresentam um desvio para campo mais alto, originado

pela maior blindagem conferida por este grupo, em relacéo a conferida pelo a&tomo de iodo nos

compostos 6A-C. Quando comparados com os protdes homologos dos compostos 6A-C, 0s

protbes em posicdo meta em relacdo ao grupo tributilestanho (i, k e n) dos compostos 7A-C

apresentam um desvio para campo mais baixo.

Tabela 2.4: Desvios quimicos dos protdes orto e meta, relativamente ao grupo SnBus, do anel benzénico

da funcdo benzamida nos compostos 6A-C e 7A-C.

Sinais dos protfes meta (ppm) 7.83 vs 8.26

— Composto 6A vs 7A
Sinais dos protes orto (ppm) 8.15vs 7.63
Sinais dos protdes meta (ppm) 7.76 vs 8.12

— Composto 6B vs 7B
Sinais dos protes orto (ppm) 7.95vs 7.53
Sinais dos protdes meta (ppm) 7.58vs 7.84

_ Composto 6C vs 7C
Sinais dos prot@es orto (ppm) 7.78 vs 7.49

Na Figura 2.17 apresenta-se ainda o espectro do composto 7B, a titulo de exemplo e para

comparagdo com o espectro do composto 6B da Figura 2.15.
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Figura 2.17: Espectro de RMN *H, em CDCls, do composto 7B.
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2.3 Sintese e Caracterizacdo dos Compostos Radioiodados

2.3.1- Radiosintese e Purificacéo

O método de radioiodacdo a selecionar deve ter em conta a estrutura quimica da molécula, a
posicdo para a introducdo do radioisétopo de iodo, a pureza quimica e a atividade especifica
exigidas para o produto final. Estdo descritas na literatura varias metodologias para
radiohalogenacdo, envolvendo reacfes de substituicdo eletrofilica ou nucleofilica, permuta
isotopica ou reagdes de conjugacao[39].

No método de substituicdo eletrofilica, a reacdo ocorre sob condi¢fes que permitam a oxidacao
do atomo de 1 a I*. O atomo de iodo carregado positivamente (I*) ataca um sistema com
elevada densidade eletronica (como um anel aroméatico ou uma dupla ligagdo), formando-se
subsequentemente uma ligacdo covalente carbono-iodo, com perda de um grupo abandonante
carregado positivamente. Embora o iodo possa apresentar varios estados de oxidacdo, a espécie
I* é a forma quimica ativa para que a substituicdo eletrofilica ocorra. Como 0 '#I esta disponivel
comercialmente sob a forma de iodeto de sddio (Na'l), sdo utilizados diferentes agentes
oxidantes como a cloramina-T, o iodogénio e o peroxido de hidrogénio, para realizar a oxidagdo
de I'a I'. A oxidagdo do '*I deve ocorrer ja na presenca do composto a ser radioiodado e a
reacdo é interrompida por adi¢do de um agente redutor, que tem por fungdo desativar o oxidante
e reconverter a espécie ativa 1" em I. As condicbes reacionais tais como valor de pH,
concentragdo do agente oxidante, razdo molar substrato/oxidante e o tempo de reacdo sdo

geralmente otimizadas para cada reacdo de radioiodacéo[39,65,75].

Quando n&o é possivel a permuta isotdpica (substituicdo eletrofilica direta do 4tomo de **'I pelo
atomo de '®I), o radionuclideo **°I tem que ser incorporado na molécula um bom grupo
abandonante, Assim, um dos métodos mais comuns para a radioiodacdo de anéis aromaticos,
consiste na substituicdo eletrofilica indireta em que grupos organometalicos, nomeadamente
grupos tributilestanho, sdo substituidos pelo iodo radioativo. Neste caso, a substitui¢cdo
eletrofilica ocorre por desmetalacdo. Devido as suas caracteristicas (comprimento, energia de
ligacdo e carater idnico), as ligacbes C-M sdo mais propensas a sofrer um ataque eletrofilico,
comparativamente as ligacbes C-H. Este tipo de reacfes sdo geralmente regioseletivas, sendo
efetuadas num periodo de tempo razoavel e com bons rendimentos, o que a torna vantajosa
quando comparada com reacdes de substituicdo nucleofilica aromética que, além de mais lentas,

envolvem geralmente o emprego de temperaturas elevadas[1,39,65].
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Como indicado na Figura 2.18, a incorporacdo do **°| nos precursores estanhados 7A-C foi
efetuada via radioiodacdo eletrofilica, com utilizacdo de peroxido de hidrogénio como agente
oxidante, em meio &cido. E de referir que se encontra descrita na literatura a utilizagio deste
método na radioiodacdo de compostos derivados da acridina, sendo considerada uma abordagem
que envolve condicBes reacionais mais suaves, minimizando o risco de sobre-oxidacdo de I
[39,75].

N\ \
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NaIQSI

—(&° H:0:3% (W) {2

Nw_\ o t.a., 10min } !N_N—\ o
/N

Sn(Bu), 125
TA:n=1 I:SI—GA: n=1
TB:n=2 121 6B: n=2
TC:in=3 1] 6C:n=23

Figura 2.18: Sintese dos compostos ‘*°1-6A, **°1-6B e *1-6C.

A oxidacdo de I pelo H,O, em meio acido (pH~2) torna-o eletrofilico e, por isso, capaz de
atacar espécies ricas em eletres, conduzindo a formacdo de uma ligacdo covalente carbono-
iodo e expulsando o grupo abandonante metalico. A reacdo ocorreu a temperatura ambiente
durante 10 min, sendo depois interrompida pela adicdo do agente redutor NaHSO; e de NaHCO;
que neutralizou o pH.

Apobs radioiodagdo, as misturas reacionais foram extraidas com AcOEt (5x200 pL) para
remogdo dos sais e do iodeto radioativo livre. Apos evaporagdo do solvente orgénico sob
corrente de azoto, os residuos sélidos resultantes foram dissolvidos em EtOH e purificados por
HPLC (subcapitulo 5.1.4). E de referir que os compostos radioiodados obtidos, *1-6A, **°1-6B
e °1-6C, foram identificados pela eluicdo simultanea de aliquotas destes compostos e dos
analogos iodados nédo radioativos (6A-C), simultaneamente com detecdo UV (A = 254 nm) e
detecdo radiométrica (y) (Figura 2.19).

Em Quimica Radiofarmacéutica, assume-se que compostos radioativos € 0s congéneres nao
radioativos possuem a mesma estrutura quimica se apresentarem tempos de retencdo (t.r.)
idénticos nas mesmas condicdes cromatograficas de HPLC. Como o **| apresenta uma elevada
atividade especifica (2200Ci/mmol) os respetivos compostos sdo sintetizados em quantidades
massicas muito baixas. Além disso, o facto de se tratar de um composto radioactivo inviabiliza

0 seu estudo pelas técnicas usuais de caracteriza¢do quimica.
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Figura 2.19: Cromatogramas de HPLC dos compostos radioiodados *°I-6A, **1-6B e °1-6C, eluidos

simultaneamente com os analogos ndo radioativos 6A, 6B e 6C.

O método de HPLC utilizado permitiu uma boa separacdo dos compostos radioiodados de todas
as outras espécies quimicas e radioquimicas, isolando-se assim os compostos '*1-6A, *°1-6B e
'51-6C, com rendimentos de 23, 32 e 30%, respetivamente. Todos 0s compostos foram obtidos
com atividade especifica elevada® e com uma pureza radioquimica superior a 98%, apds
purificacdo por HPLC. As fracGes recolhidas por HPLC foram posteriormente diluidas em agua
(10 mL) e eluidas com EtOH (5x1 mL), numa cartridge de Sep-Pak C18, para neutralizar o
valor de pH.

2.3.2 Estudos de Estabilidade dos Compostos Radioativos

A estabilidade radioquimica € um dos aspetos mais importantes a considerar na avaliacdo de
compostos radioativos com potencial interesse para aplicagdes biomédicas. Em particular, os
compostos radiohalogenados podem sofrer libertacdo do halogéneo, contribuindo para a

formacéo de impurezas radioquimicas indesejaveis.

As misturas reacionais dos compostos '*1-6A, '*1-6B e *1-6C em AcOEt mostraram ser
estaveis quando armazenadas a 4 °C durante pelo menos 20 dias. Ap6s purificagdo e quando
armazenados em EtOH, estes compostos também mostraram ser estaveis a 4 °C durante pelo
menos 20 dias, como se pode observar na Figura 2.20, em que se apresentam 0s cromatogramas
do estudo de estabilidade do composto '*1-6B em EtOH.

® Nao tendo sido detetado nenhum sinal pelo detetor UV no cromatograma dos compostos radioiodados, apés purificagéo,
assumimos que a sua atividade especifica estaria na mesma gama da correspondente ao Na'?l, 2200Ci/mmol.

40



Compostos Radioiodados para Terapia Auger

20 dias

12 dias

0 horas

e ssasnaamadhibitin: 10
‘IIII|\II\|I\II‘I
5 15

10
Tempo (min)

Figura 2.20: Estabilidade do composto ***I-6B em EtOH, aos 0, 12 e 20 dias.

A estabilidade radioquimica dos compostos *1-6A, *1-6B e *1-6C foi ainda estudada em
solucdo de Tris-HCI 0,1 M (pH 7,4), tampéo utilizado nos ensaios com o ADN descritos no
capitulo seguinte. Este estudo mostrou que os compostos apresentam uma elevada estabilidade
neste tampéo, a 4 °C e a 37 °C, durante pelo menos 24 horas. Os estudos de estabilidade
radioquimica dos compostos **’I-6A, ®1-6B e *1-6C foram ainda efetuados em meio de
cultura celular DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) completo, meio utilizado nos
estudos de captacdo e internalizacdo celulares. Estes estudos também mostraram que 0s
compostos tinham uma elevada estabilidade neste meio, a 4 °C e a 37 °C, durante pelo menos 48
horas. A titulo de exemplo, apresentam-se na Figura 2.21 os cromatogramas do estudo de
estabilidade em Tris-HCI 0,1 M (pH 7,4) e meio de culturacelular DMEM para o composto '*1-
6B.
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Figura 2.21: Estabilidade do composto ***I-6B em tamp&o Tris-HCI 0,1 M (pH 7,4) e no meio de cultura
celular DMEM.

Os compostos radioiodados sintetizados foram posteriormente utilizados para 0s ensaios in vitro

com ADN plasmidico e com células, como se descreve no capitulo 3.
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3. INTERACAO COM O ADN E ESTUDOS
COM CELULAS
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3. INTERACCAO COM O ADN E ESTUDOS COM CELULAS

3.1 Interacdo dos Compostos Nao Radioativos com o0 ADN

O objetivo principal desta tese consistia na avaliagdo do potencial terapéutico de derivados de
AO contendo o emissor de eletres Auger 1 e diferentes espacadores alifaticos para ligar a
unidade de AO e o anel benzénico radiomarcado. Para que estes compostos tivessem utilidade
para o fim em vista, era essencial verificar que mantinham a capacidade de interagir com o
ADN, preferencialmente através do modo de intercalacdo, caracteristico da AO. Assim, foram
realizados estudos para avaliar a natureza e a intensidade da interacdo dos diferentes compostos
iodados com o ADNJ51]. Estes estudos envolveram ensaios espectroscopicos de UV-Visivel
(UV-Vis), fluorescéncia e dicroismo circular (CD), efetuados para os compostos iodados ndo
radioativos 6A-C.

3.1.1 Espectroscopia de UV-Visivel

A espectroscopia de UV-Vis ¢ um método muito utilizado para estudo da formagdo de
complexos entre moléculas pequenas e 0 ADN. Quando uma molécula pequena interage com o
ADN originando complexos do tipo molécula-ADN, sdo verificadas alteragdes na absorvancia
e/ou na posi¢do dos picos do méaximo de absorc¢do, sendo estas alteracdes tanto maiores quanto
mais intensa for a interagdo[49].

Quando os compostos intercalam com o ADN, verifica-se geralmente um desvio batocromico
(red shift) e hipocrémico (diminui¢do da absorvéncia), quando comparado o espectro de
absorcdo com o do mesmo composto na auséncia de ADN[49,50].

A Figura 3.1 mostra o espectro de absorcao eletronica dos ligandos livres (compostos 6A-C) e
0s respetivos espectros obtidos na presenca de quantidades crescentes de CT-ADN. Apesar de
0s dados destes ensaios espectrofotométricos ndo terem sido utilizados para determinar os
parametros da ligacdo composto iodado-ADN, este estudo forneceu uma clara indicacdo de que
0s compostos estudados estabelecem uma forte interagdo com o CT-ADN, visto verificar-se a

ocorréncia de hipocromismo e red shift nas bandas de absorcéo.

45



Compostos Radioiodados para Terapia Auger

0.14
DNAO 025
0.12 ) DNAS
) 7 DNA10 o D
0.1 e o oNALS ° —— DNAS
A20 4 DNALO
é 008 DNA2 i \
DNA2S < DNA1S
- \ ) DNA3D / '-H DNA20
Vz DNA3S 01 \ DNA2S
oos F \ DNA4O DNA30
\.__ ———
, 0.05 DNA3S
0.0
DNA4O
) .
400 450 500 550 600 U<JU as0 500 550
A/ nm A/nm
.14 G
DNAO
543 // '\ DNAS
/7 ‘ A DNA1O
01 [ /4 \ ONALS Figura 3.1: Espectros de absor¢do UV-Vis
3 DNA20 . ~ .
- 4 medidos para as solucbes dos ligandos com
0.08 ’h’v \ DNA2S
DNA30 adicdo de quantidades crescentes de CT-ADN.
) NA3S . N
0.06 ONA3 Em cima, a esquerda, composto 6A (7 uM); Em
N DNA4AO
0 - . - - -
008 N — cima, a direita, composto 6B (4 uM); Em baixo,
composto 6C (6 pM).
0.02 v
400 450 S00 550 600
A/ nm

A Tabela 3.1 resume os valores de comprimento de onda e de absorvancia UV-Visivel de cada

um dos compostos estudados, na auséncia e na presenga de CT-ADN.

Tabela 3.1: Valores de comprimento de onda e absorvancia UV-Vis maximas, na auséncia e na presenca
de CT-ADN.
Amax (Abs), sem ADN  Anax (Abs), com ADN

444.0 (0,103) 4480 (0,071)
oA 503,5 (0,135) 508,0 (0,129)
4795 (0,190) 4835 (0,124)
o8 4495 (0,259) 505,0 (0,168)
6C 499,0 (0,140) 505,0 (0,100)

Como se pode observar nos espectros da Figura 3.1 e pela analise dos dados da Tabela 3.1, o
pico do maximo de absor¢cdo do composto 6A (Am=503,5 nm) apresenta um desvio
batocromico apds ligacdo do composto a0 CT-ADN (Anax=508,0 nm). Por outro lado, o pico
observado a 444 nm desvia-se para os 448 nm ap0s interacdo do composto com o CT-ADN,
sofrendo simultaneamente uma forte diminuicdo na intensidade (de 0,103 para 0,071). Foi
observado um comportamento semelhante para 0os compostos 6B e 6C. As alteracdes
observadas estdo em concordancia com a literatura e sdo consistentes com interagédo do tipo

intercalacdo destes compostos com o ADN[76].
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3.1.2 Espectroscopia de Fluorescéncia

Os estudos de emissdo de fluorescéncia oferecem informacdo adicional em relacdo a forma
como a interacao entre moléculas pequenas e 0 ADN ocorre. Para compostos intercaladores com
o ADN que apresentem fluorescéncia, pode verificar-se aumento da intensidade de
fluorescéncia apds intercalacdo do composto com a macromolécula de ADN, sem variacGes
significativas no valor maximo de emissdo[49,50].

Os compostos 6A-C mostraram emissdo de fluorescéncia quando excitados a 500 nm, o que
permitiu realizar titulagGes por fluorescéncia com quantidades crescentes de CT-ADN. Como se
pode verificar na Figura 3.2, observou-se um forte aumento da emisséo de fluorescéncia com a

adicdo de ADN, até se atingir uma situacdo de saturacao.
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Figura 3.2: Espectros de emisséo de fluorescéncia
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3.1.3 Dicroismo Circular

A espectroscopia de dicroismo circular é frequentemente empregue para estudar a afinidade e o
modo de ligacdo de moléculas pequenas a biomoléculas como o ADNJ[49,52]. Quando

compostos aquirais, que ndo apresentam por isso sinal de CD, s&o colocados em ambientes
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quirais, por exemplo na sequéncia da sua associacdo com 0 ADN, ocorre a inducéo de bandas de
CD na gama das frequéncias de absor¢do do composto aquiral[52].

As ligagdes entre os grupos fosfato e as riboses do ADN conferem-lhe quiralidade, que resulta
num sinal de CD caracteristico entre os 200-300 nm (Figura 3.3). Assim, alteracdes espectrais

neste sinal de CD indicam a ocorréncia de alteragdes conformacionais[78,79].

20
b0
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°
E 0 . T
~
8 22 265 285
A/ nm
-20

Figura 3.3: Espectro de CD caracteristico do CT-ADN ([ADN] = 72 uM).

Na presenca dos compostos em estudos, foram observadas alteragdes nas bandas de CD do
ADN, ou seja para comprimentos de onda inferiores a 300 nm. Este comportamento reflete
pequenas alteracbes conformacionais induzidas na sequéncia da interagdo com 0s compostos.
Tendo em conta os espectros de absorvancia dos compostos estudados, prestdmos particular
atencdo a presenca de sinais de CD induzido a comprimentos de onda superiores a 300.

Na Figura 3.4 apresentam-se 0s espectros de CD dos trés compostos estudados na auséncia e na

presenca de CT-ADN.

[
0

—T12

===]2 DNAI

12 DNA2

IS

CD /mdeg
o

CD /mdeg
2

N
T

350 400 450

o

-1 =—I1

s
S

===]] DNA 1

S

11 DNA2

T T T T T
400 450 500 550 600 650 700
A/ nm 4

- Figura 3.4: Espectro de CD dos compostos 6A-

=—=[3DNA 1 .
C na auséncia (traco azul) e na presenca de CT-

(=)

ADN (razdo molar 1:1, traco vermelho; razdo

molar 1:2, traco verde). Em cima a esquerda,

CD /mdeg

<
@

espectros de CD para 6A; Em cima a direita,
espectros de CD para 6B; Em baixo, espectro de
CD para 6C.

9

48



Compostos Radioiodados para Terapia Auger

Na Tabela 3.2 apresentam-se os valores de A para as bandas de dicroismo circular induzido

que foram observadas para cada um dos compostos.

Tabela 3.2: Bandas de Dicroismo Circular Induzido (nm) dos compostos 6A-C, observadas apos
interacdo com CT-ADN.

6A 6B 6C
456 (+) - -
499 () 499 (+) 480 ()
516 (+) 511 (+) 510 (+)

Todos os compostos mostraram a presenca de bandas de CD induzido na regido espectral 400-
500 nm, embora o composto 6A tenha mostrado um sinal de CD induzido mais fraco,
provavelmente devido a sua menor solubilidade. Como se verifica pelo gréafico apresentado na
Figura 3.4 (grafico em cima, a direita), 0 composto 6B apresentou sinal CD mesmo ha auséncia
de ADN, ao contrario dos compostos 6A e 6C. N&o sdo claras as razbes que justificam esta
diferenca de comportamento, mas pode resultar eventualmente do estabelecimento de interagdes
intramoleculares no caso do composto 6B que ndo se manifestam nos outros compostos,

refletindo a diferenca no tamanho das respetivas cadeias alquilicas.

3.1.4 Determinacao das Constantes de Ligacéo

As constantes de ligagdo (K) de um composto ao ADN podem ser calculadas a partir dos
estudos de UV-Vis e fluorescéncia, apds corregdo dos dados experimentais, tendo em conta o
fator de diluicdo das solugBGes e utilizando modelos matematicos. Neste trabalho foram
utilizados os modelos de Kaminoh e de McGhee von Hippel para ajuste matemético dos dados

das titulagdes por espectroscopia de fluorescéncia[80-82].

O modelo de Kaminoh é aplicavel a qualquer tipo de particdo entre duas fases[80-82]. Para este
trabalho, considerou-se as duas fases como sendo correspondentes aos compostos livres em
solucéo e ligados ao ADN, ndo havendo qualquer separacao fisica entre eles. Assim, a extensao
da interacdo dos compostos com o ADN foi quantificada (forma livre de ADN vs. forma ligada
ao ADN) por titulagcdo dos compostos com varias concentracdes de CT-ADN, através da adicdo

de aliquotas de uma solugdo mais concentrada de ADN.
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Segundo o0 modelo de Kaminoh, os dados da espectroscopia de fluorescéncia foram utilizados

para efetuar um ajuste matematico, de acordo com a equagéo 1[80-82].
I = (lo + K[DNA] Isar)/(1 + K [DNA]) (equacgéo 1)

Na medida em que a intensidade de fluorescéncia (l), a concentragdo do cromdéforo e a sua
intensidade de emissdo (lp) sdo conhecidas, o valor de saturagdo (lsar) pode ser calculado a
partir da representacdo grafica de | vs. [ADN], mostrada na Figura 3.5. A partir desde ajuste e
por aplicacdo da equacéo 1 pode ainda obter-se o valor de K.
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JADN] um ajuste ndo linear a equacao 1.

O modelo de McGhee von Hippel é considerado muito adequado para determinar constantes de
ligacdo para compostos que intercalam com o ADN, nomeadamente através da analise da
variagdo de intensidade de fluorescéncia em funcéo da raz&o molar ligando/ADN . Em primeiro
lugar, fez-se uma representacdo grafica de I/, em funcdo de 1/[ADN], como representado na

Figura 3.6, para retirar o valor do parametro P (extrapolacdo do valor da ordenada na origem).
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O parametro P permite o calculo de Cr (concentracdo do composto livre) através do valor
conhecido de C; (concentracdo total de composto) e dos valores da area dos espectros de
fluorescéncia obtidos na presenca (1) e auséncia (lo) de CT-ADN, de acordo com a equacao 2.

Ce=Crx(Nlg-P)I(1-P) (equacéo 2)

A obtencéo do valor de Cg permite calcular Cg (concentracdo do composto ligado ao ADN), de

acordo com a equacéo 3.

Cg=Cr-C (equacéo 3)

O valor de Cg permite calcular o pardmetro r através da equacao 4.

r = Cg/ [ADN] (equacéo 4)

A variacdo de r/Cr em funcdo de r, de acordo com a equacdo 5 e por ajuste ndo linear dos
dados, permite calcular os valores da constante de ligacdo K e do pardmetro n. Este parametro
traduz-se no nimero de locais de ligacdo ao CT-ADN ocupados por intercalacdo do composto

nos pares de bases nucleotidicas[80-82].

r/Ce =K(1-nr)[(1-nr)/[1-(n-1)r]]™* (equagio 5)

A Figura 3.7 mostra as representacGes graficas obtidas pela aplicacdo do modelo McGhee von

Hippel para determinacdo dos valores de K e n dos compostos estudados.
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Na Tabela 3.3 apresentam-se os valores das constantes de ligacdo (K) de cada composto ao CT-
ADN, calculados pela aplicacdo dos dois modelos atras apresentados (Kaminoh e McGhee von
Hippel) aos dados das titulagbes espectrofluorimétricas, bem como os valores de n.

Tabela 3.3: Constantes de ligacdo ao ADN e outros parametros obtidos com a aplicagdo dos modelos de

Kaminoh e McGhee von Hippel aos dados de emisséo de fluorescéncia.

6A 6B 6C
Kaminoh
K x 10* 7,8£21  95+2,8 12,6+0,3
lgat X 107 6,7+0,3 6,1240,06 5,55
R? 0,995 0,983 0,9996
McGhee von Hippel
K x 10° 38,0£¢6,0  47,0+9,0 20,2+0,06
n 1,3+0,2 2,4+0,3 1,07+0,06
R? (n.° de pontos) 0,871 (4) 0,864 (4) 0,926 (7)

No ajuste usando o modelo de Kaminoh obteve-se sempre valores inferiores para a constante de
ligacdo, em relacdo ao modelo de McGhee von Hippel. E de referir que para alguns dos
compostos, apenas alguns pontos puderam ser utilizados no ajuste pelo modelo de McGhee von
Hippel (ver Figura 3.7), o que pode justificar esta discrepancia. Os trés compostos iodados
apresentam constantes de ligagdo ao CT-ADN relativamente elevadas, sendo essencialmente da
mesma ordem de grandeza para todos eles. Importa ainda referir que os valores encontrados
para as constantes de ligacdo ao CT-ADN e para a distancia em numero de pares de bases (n)
entre duas moléculas do composto intercaladas, estdo de acordo com valores descritos na
literatura para a AO[83-85].
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3.2 Avaliacéao in vitro dos Compostos Radioiodados: Estudos com ADN

Plasmidico e com Células Tumorais

Nesta seccdo estdo descritos os estudos de avaliagdo in vitro realizados para 0S compostos
radioiodados **°I-6A, ***1-6B e **°I-6C.

Depois de se ter confirmado que os congéneres ndo radioativos intercalam com o ADN,
avaliamos a capacidade dos compostos radioativos induzirem danos em ADN plasmidico e
estudou-se a importancia dos efeitos diretos e indiretos na formacdo de quebras simples e
duplas.

Adicionalmente, foram realizados estudos com células tumorais humanas e murinas, tendo sido
avaliada a captagdo celular dos compostos radioiodados. Para a avaliagdo da radiotoxicidade,
foram realizados ensaios preliminares de MTT e ensaios y-H2AX. Os estudos de
radiotoxicidade foram realizados apenas para um dos compostos em estudo, o **°1-6B.

Antes do inicio dos estudos in vitro, foi confirmada por HPLC a estabilidade dos compostos em
tampdo Tris (pH = 7,4) e em meio de cultura celular DMEM a 37 °C, como descrito no capitulo
2.

3.2.1 Estudos com ADN Plasmidico

A formacdo de quebras na cadeia de ADN foi avaliada por eletroforese em gel de agarose, apos
incubagéo de cada um dos compostos *°1-6A, *°I-6B e *1-6C com 2 pg de ADN plasmidico
$X174, a 4 °C, durante um periodo de 28 dias. A quantidade de ADN utilizada foi calculada
para se obter uma razdo molar ligando-ADN de 1:6. O emprego de um excesso molar de ADN
teve como finalidade evitar que o composto ficasse livre em solugéo, ndo se ligando ao ADN.
Os estudos de eletroforese foram realizados com intervalos de sete dias por analise de aliquotas
das misturas reacionais.

Adicionalmente, foram conduzidos ensaios sem adicdo de qualquer um dos compostos
radioativos, permitindo excluir danos causados no ADN plasmidico pelas préprias condi¢cdes de
incubacdo. Foram ainda avaliados os danos induzidos no ADN plasmidico por incubacdo com
21" livre em solugdo, para comprovar se os danos verificados na cadeia de ADN induzidos
pelos compostos em estudo eram devidos & proximidade do **I com o ADN.

Todos os ensaios foram feitos na auséncia e presenca de DMSO 0,2 M, para avaliar a extensdo
dos efeitos diretos e indiretos nos danos causados a molécula de ADN. Como se explica no

capitulo 1, a radidlise da 4gua promove o aparecimento de espécies radicalares, nomeadamente
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do radical hidroxilo, que sdo altamente reativas e conduzem a danos de ADN, nomeadamente
quebras de cadeia. Estes efeitos, por serem originados ndo pela incidéncia direta da radiacdo
ionizante sobre 0 ADN, mas pela reatividade das espécies radicalares, denominam-se efeitos
indiretos. A presenca de DMSO, um scavenger de radicais livres, impede em larga medida a
ocorréncia destes efeitos indiretos. Por outro lado, efeitos diretos da radiacdo sobre a cadeia de
ADN né&o séo afetados pela presenca de DMSO. Por este motivo, o estudo foi conduzido na
auséncia e na presenca de DMSO, com o objetivo de avaliar a importanica dos efeitos diretos e
indiretos nos danos de ADN induzidos pela exposicdo aos compostos '*1-6A, **1-6B e *1-6C.
A Figura 3.8 apresenta alguns dos resultados obtidos por anélise densitométrica dos géis de
eletroforeses correspondentes a incubacdo do ADN com os compostos a diferentes intervalos de

tempo, na auséncia e presenca de DMSO.

Composto: 125[-6A 125]-6B 125[.6C
Tempo (dias): 0 14 21 0 14 21 0 14 21
Forma ADN

FC
I FL

FSE

- DMSO

FC

FSE

+DMSO

Figura 3.8: Clivagem do ADN plasmidico ¢X174 apds incubagdo com os diferentes compostos, a 4 °C
em tampdo Tris (pH 7,4). Nas tiras de eletroforese sdo apresentadas a forma circular (FC), linear (FL) e
superenrolada (FSE) de ADN, na auséncia e na presenca de DMSO (- DMSO e +DMSO).

Observou-se o aparecimento da isoforma linear de ADN (FL) a partir do 7° dia, particularmente
para 0s compostos ‘I-6A e °I-6B (na auséncia e na presenca de DMSO), Também se
observou esse aparecimento com menos intensidade para o composto **°1-6C, mas unicamente
na auséncia de DMSO. A formacdo da FL tornou-se particularmente evidente a partir do 14° e

21° dias de incubacéo.
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Para cada composto, foi quantificada a fracdo das formas superenrolada (FSE), circular (FC) e

linear (FL) que foi observada para cada periodo de incubago.

Tabela 3.4: Percentagem da fracdo FSE de ADN, ao longo do periodo de incubacao.
Composto DMSO  Odias 7dias 14dias 2ldias 28dias
- DMSO 0,68 0,55 0,39 0,43 0,36

125 6 A
+DMSO 053 048 0,37 0,22 0,14
-DMSO 0,68 0,60 0,52 0,43 0,38
125 6B
+DMSO 066 061 0,51 0,42 0,38
-DMSO 059 0,48 0,34 0,19 0,14
+DMSO 059 0,73 0,63 0,64 0,67
-DMSO 0,68 0,68 0,67 0,64 0,63
Na'®|

+DMSO 0,72 0,72 0,66 0,71 0,68

Nas incubacdes do ADN plasmidico com os compostos '*1-6A, **1-6B e **I-6C, verificou-se
diminuicdo gradual da fracdo de FSE de ADN e, simultaneamente, um aumento das fracbes de
FC e FL. (Figura 3.9) Na Tabela 3.4 e na Figura 3.9 apresenta-se a varia¢cdo da FSE na
sequéncia da clivagem do ADN plasmidico induzida pelos compostos **°1-6B e *1-6C ao longo
do periodo de incubacao.
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Figura 3.9: Evolugdo da percentagem das fragdes de FSE, FC e FL, ao longo do periodo de incubacéo,
para 0s compostos *1-6B (em cima) e **I-6C (em baixo), na auséncia (graficos da esquerda) e na
presenca (gréaficos da direita) de DMSO 0,2 M.
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Os compostos *1-6A (com espacador de 3 carbonos) e **1-6B (com espacador de 5 carbonos)
apresentaram resultados semelhantes quanto a formacdo da isoforma linear de ADN. Para o
composto **°I-6A, ao fim do periodo de incubagdo de 28 dias, a fracdo FL foi de 18% na
auséncia de DMSO e de 23% na presenca de DMSO. Para o composto **°I-6B, ao fim dos 28
dias de incubacéo, a fracdo FL foi de 22% na auséncia e na presenca de DMSO.

Por outro lado, 0 composto *I-6C (com espacador de 8 carbonos) apresentou menor
capacidade de linearizagdo do ADN. Ao fim do mesmo periodo de incubagdo, a fracdo
linearizada de ADN né&o ultrapassou os 10% na auséncia de DMSO 0,2 M ou 1% na presenca de
DMSO0 0,2 M.

Foi quantificada a eficiéncia da inducdo de quebras duplas (DSB) na cadeia ADN para 0s
diferentes compostos, mediante calculo do rendimento em DSB por decaimento. Para este
efeito, foi necessario proceder a determinacdo do numero de decaimentos radioativos
acumulados por unidade de volume, a que ficaram expostas as solugdes de ADN plasmidico
incubadas com os diferentes compostos. O nimero de decaimentos acumulados foi calculado a
partir da equagdo 6, onde A, representa 0 nimero de desintegracdes por minuto (dpm) por

unidade de volume (cm®) e Ty, 0 periodo de semidesintegracao do radioisétopo[86-88].

—-ln2zxt
NDECAY/cmS = AO ( 1 - EXP T1/2 ) X % (equa@éo 6) [86‘88]
Na Tabela 3.5 apresenta-se a atividade utilizada para a incuba¢do com cada um dos compostos
%1-6A, ®1-6B e *1-6C, na auséncia e na presenca de DMSO 0,2 M.

Tabela 3.5: Atividades (uCi) aplicadas na incubagdo de cada um dos compostos com ADN plasmidico
$X174, na auséncia e na presenga de DMSO 0,2 M.
Composto *1-6A | Composto **°1-6B | Composto **°I-6C
- DMSO 42,0 49,0 44,0
+ DMSO 40,0 48,5 43,5

Os gréficos da Figura 3.10 mostram a variagdao dos decaimentos acumulados para o periodo de
tempo envolvido neste estudo. Para todos os compostos estudados o valor medido para o
nimero de desintegragdes por minuto por unidade de volume (A, dpm/icm®) e
consequentemente o nimero de decaimentos acumulados, foi superior na presenca de DMSO.
Este comportamento reflecte certamente a maior solubilidade dos compostos em solventes
organicos, pois a variacdo das atividades aplicadas (Ci) no inicio de cada incubacdo nédo foi
significativa. E de referir que o composto **1-6B foi 0 mais soltvel e o composto **°I-6A o que

apresentou menor solubilidade, nas condi¢des em que foram realizados o0s ensaios.
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Figura 3.10: Namero de decaimentos/cm® acumulados ao longo do periodo de incubacdo para os

compostos *°I-6A (a preto) **1-6B (a vermelho) e **°1-6C (a azul) na auséncia e presenca de DMSO.

Na Figura 3.11 apresenta-se a variacdo da FSE de ADN, em funcdo do nimero de decaimentos
ocorridos ao longo do tempo de incubagéo, na auséncia e na presenca de DMSO 0,2 M.
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Como se pode ver pelos graficos apresentados na Figura 3.11, existe uma correlacdo positiva e
forte entre o desaparecimento da FSE de ADN e o nimero de decaimentos ocorridos para todos
0s compostos estudados, exceto para **1-6C na presenca de DMSO. Para **°I-6A e **1-6B, ndo
se verificou uma diferenca muito significativa entre a progressao do desaparecimento de FSE de
ADN na presenca e na auséncia de DMSO. Por outro lado, para 0 composto ***I-6C, existe uma
grande diferenca na progressdo do desaparecimento de FSE de ADN na presenca e na auséncia
de DMSO. Estes resultados indicam que os danos na dupla hélice de ADN induzidos por '*°1-
6A e 'I-6B sdo devidos essencialmente aos efeitos diretos dos eletres Auger e os danos

induzidos por **°1-6C s&o devidos essencialmente a efeitos indiretos.
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Seguidamente, foi calculado o nimero de quebras duplas (DSB) ocorridas em cada periodo de
incubacéo, através da equacdo 8, onde Npsg representa o nimero de DBS ocorridas durante o
tempo de exposicdo e FL representa a fracdo de ADN na forma linear.

Npsg = FL/(1-FL) (equacéo 8) [30, 87]

Procedeu-se a representacdo gréafica do nimero de DBS em fun¢do dos decaimentos ocorridos
ao longo do periodo de incubagdo dos compostos com o ADN (Figura 3.12). Verificou-se que,
para os trés compostos em estudo, existe uma correlacdo linear positiva muito forte entre o
nimero de decaimentos calculados por unidade de volume e o nimero de quebras duplas de
cadeia (R2 > 0,98), quando a incubacéo foi feita na auséncia de DMSO 0,2 M. Também se
verificou uma correlacdo linear positiva muito forte entre 0 nimero de decaimentos por volume

e 0 nimero de DSB, para 0s compostos **1-6A e *°1-6B, na presenca de DMSO 0,2 M.
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Figura 3.12: DSB em fungéo do niimero de decaimentos/cm?®.
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Para determinar o nimero de decaimentos necessarios para produzir uma DSB, calculou-se o
valor de Do(psg), partindo do valor do declive das retas de regresséo linear obtidas por ajuste do
nimero de DSB em funcdo do ndmero de decaimentos/cm® (Figura 3.12).

O valor Dy ¢ uma medida da radiosensibilidade do ADN & exposi¢do aos compostos estudados e
pode calcular-se pela equagdo 9. Este parametro é muito importante, pois representa 0 nimero

de decaimentos necessarios para produzir uma quebra na cadeia nucleotidica.

Dy = L (equacéo 9) [30, 84]

" declive

Os valores de D, permitiram calcular um outro pardmetro, designado rendimento de DSB
(Ypsg), que corresponde ao nimero de quebras de cadeia que se observam por molécula de
ADN, por decaimento ocorrido (equacéo 10).

Ypsp = 22N (equagcéo 10) [30, 84]

Onde [ADN] representa a concentragdo de ADN utilizada no estudo (3,36x10* moléculas/cm?).

Na Tabela 3.6, apresentam-se os valores de Dopsg) € de Ypsg determinados para os derivados
radioiodados de AO, **1-6A-C.

Tabela 3.6: Valores de Dypsg) € de Ypsg para *’I-6A-C na auséncia e presenga de DMSO.

D, (decaimentos/cm?® x 10**%)

- DMSO + DMSO - DMSO + DMSO

YDSB (DSB/decaimento)

“I-6A | 4760+ 0,084 | 3,797+0,191 | 0,07 +0,006 | 0,09+ 0,017
“1-6B | 7,008+ 0,010 | 8,968+ 0,020 | 0,05+0,001 | 0,04+ 0001
“1-6C | 1050+ 0,093 | 230,840,817 | 0,03+0,003 | 0,00+ 0,001

Nos compostos '*1-6A e '®1-6B verificou-se cerca de 0,07-0,09 e 0,05-0,04 DSB por
decaimento, respetivamente, sem diferencas significativas introduzidas pela presenca de DMSO.
O composto *°I-6C revelou menor capacidade de indugdo de DSB e, na presenca de DMSO

0,2 M, praticamente ndo se verificou a ocorréncia deste tipo de danos de ADN.

Balagurumorthy e colaboradores, num estudo realizado em 2012 com derivados do groove
binder Hoechst33258, chegaram a valores de rendimento em DSB entre 0,52 e 0,24, para

compostos em que o **I se encontrava a uma distancia do ADN entre 10,5 e 12,0 A [30,31],

59



Compostos Radioiodados para Terapia Auger

uma distancia semelhante aquela que esperamos obter para os compostos ‘*1-6A e °1-6B,
tendo em conta resultados preliminares de estudos de docking que estdo a ser realizados em
colaboragéo com o Dr. Jodo Lavrado (iMed.ULisboa).

O estudo realizado mostrou que o composto com espagador de menor tamanho (composto '*1-
6A) é aquele para o qual é requerido o menor nimero de decaimentos por unidade de volume
(menor valor de Dy), para produzir quebras duplas de cadeia, tendo-se obtido por isso valores

121 encontra-se

superiores de rendimento de DSB. ApOs intercalacdo, o &tomo de
estruturalmente mais proximo da cadeia de ADN quando comparado com **°I-6B e com **1-6C,
assumindo que a cadeia alquilica linear dos compostos, depois de intercalados ndo interage
diretamente com o ADN, tal como sugeriu o estudo preliminar de docking. Os valores de D, e
de Ypsg encontrados para este composto ndo variaram significativamente na presenca de
DMSO, o que confirma que as DSB produzidas sdo essencialmente resultado dos efeitos diretos
dos eletrdes Auger. Comprativamente ao composto *1-6A, o composto ***I-6B apresentou
resultados ligeiramente superiores de D, e valores ligeiramente inferiores de Ypsg, sem
variagdes significativas atribuiveis a presenca de DMSO.

Pelo contrario, para o composto onde o atomo de '*| se encontra presumivelmente mais
afastado da estrutura do ADN (composto '*1-6C), sdo necessarios bastante mais decaimentos
(maior valor de Dy), para produzir DSB na cadeia de ADN. Este valor torna-se extremamente
elevado na presenca de DMSO, o que sugere também que as quebras de cadeia produzidas serdo
praticamente na sua totalidade, resultado dos efeitos indiretos da radiagdo. Outros autores
descreveram também resultados semelhantes que mostraram que existe um efeito pronunciado
da distancia entre o **°| e a cadeia de ADN na propor¢do entre quebras de cadeia simples e

duplas e no envolvimento de efeitos diretos ou indiretos[31, 87, 89].

3.2.2 Estudos com Células Tumorais Humanas (PC-3) e de Origem
Murina (B16-F1)

3.2.2.1 Estudos de captacao celular

Os estudos de captagdo celular em células PC-3 de carcinoma da prostata e em células B16-F1
de melanoma murino permitiram avaliar a capacidade dos compostos radioiodados entrarem na
célula, através da medicdo da atividade associada a membrana e ao interior da célula. A soma

das duas fracGes corresponde a captacdo celular.
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As células PC-3 e B16-F1 foram incubadas a 37°C com cada um dos compostos e os resultados
da captacdo e internalizagdo celular foram expressos em percentagem de atividade total
adicionada as células (média + desvio padrdo, n = 4) e sdo apresentados nas Figuras 3.13 e
3.14.

Como se verifica pela analise dos gréficos da Figura 3.13, nos estudos com células tumorais
humanas PC-3, verificamos que apds 4 horas de incubagéo, os compostos °1-6A e **1-6B sdo
aqueles que apresentam maior captacdo celular, com 21,6 + 0,9% e 26,9 + 2,0% da actividade
associada a célula (na membrana ou no interior da célula), respetivamente. O ligando **I-6C foi
0 que apresentou captacdo celular inferior, com apenas 13,5 + 0,9% da atividade associada a
celula.

Nesta linha celular, os trés compostos apresentaram uma capacidade de internalizagdo celular
semelhante, com 10,1 + 0,5%, 13,2 £ 0,9% e 10,4 + 0,9% da atividade total aplicada encontrada

no interior das células, para os compostos ‘*1-6A, *1-6B e ***|-6C, respetivamente.
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Figura 3.13: Percentagem total de atividade captada pelas células PC-3 (grafico da esquerda) e respetiva

internalizagdo celular (grafico da direita), apds incubacdo a 37 °C durante 4 h.

Nos estudos com células B16-F1, de origem murina (Figura 3.14), verificimos que o0s
compostos **°1-6A e **°|1-6B apresentam maior captacao celular, com 23,6 + 1,1% e 28,0 + 1,2%
da atividade associada a célula, respetivamente, apés 4 horas de incubagcdo. O composto
radioiodado **°1-6C foi 0 que apresentou captacdo celular inferior, com apenas 13,9 + 0,9% da
atividade associada a célula.

Nesta linha celular, observaram-se algumas diferencas na capacidade de internalizacdo celular,
tendo sido registados 13,7 £ 1,3%, 18,0 £ 2,0% e 11,3 = 0,9% da atividade total aplicada, no

interior das células para os compostos '*1-6A, '*°I-6B e *1-6C, respetivamente.
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Figura 3.14: Percentagem total de atividade captada pelas células B16-F1 (grafico da esquerda) e

respetiva internalizacéo celular (grafico da direita), ap6s incubagdo a 37 °C durante 4 h.

Em ambas as linhas celulares, verificou-se que o composto '*1-6B apresenta melhores
resultados quer em termos de captacdo, quer no que respeita a internalizacéo celular.
A Tabela 3.7 resume os valores medidos para a captacdo e internalizagdo celular de cada um

dos compostos nas duas linhas celulares estudadas.

Tabela 3.7: Percentagem total de composto captado e internalizado nas células, para cada uma das linhas

celulares.
Captagao celular Internalizacéo celular
(%o/atividade total) (%o/atividade total)
PC-3 B16-F1 PC-3 B16-F1

®16A 21,6+09 236+11 | 101405 137+13
“16B  269+20 28012 | 132409 180%20
®1.6C 135+0,9 13,9+0,9 | 104+0,9 11,3+0,9

3.2.2.2 Radiotoxicidade e ensaio y-H2AX em células tumorais

Uma vez que os estudos de captacdo celular mostraram melhores resultados para 0 composto
'1-6B (com espacador de 5 atomos de carbonos), decidimos realizar, preliminarmente, ensaios

de radiotoxicidade para este composto nas linhas celulares PC-3 e B16-F1.

Ensaio y-H2AX
Os danos provocados pela radiagdo ionizante ao nivel do ADN devem ter em consideragdo que
vérias estruturas peri-ADN podem ter influéncia critica no que concerne ao processo de

reparacdo e morte celular. Um conceito recente refere a monitorizagdo do processo de
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fosforilacdo da histona H2AX (y-H2AX), presente como um involucro para as bases do ADN,
como marcador dos danos causados pela radiagdo ionizante, nomeadamente DSB. Estes ensaios
possibilitam a avaliacdo de focos de histona H2AX fosforilada nos locais do ADN onde
ocorreram DSB, que podem ser visualizados por microscopia de fluorescéncia ou por técnicas
mais robustas como a citometria de fluxo, representando por isso um método de avaliagdo da
radiossensibilidade celular. Esta descrito na literatura a relacdo entre o nimero de decaimentos
de '®I, quando incorporado no ADN celular e o niimero de focos de histona y-H2AX detetados
por célula. Este método é inclusivamente descrito como tendo uma sensibilidade para detecéo
de DSB muito superior a outros métodos de dete¢&o[91,92].

O ensaio y-H2AX foi unicamente realizado para a linha celular PC-3. As células foram
incubadas com diferentes atividades (1,5-1,75 uCi e 7,0-8,0 puCi) de composto **1-6B durante
48 horas a 37 °C. Ao fim deste tempo, foram lavadas com PBS e incubadas com 10* M de
timidina e os nucleos corados com DAPI. As células foram depois incubadas com anticorpo
anti-y-H2AX. Depois de lavar novamente as células com PBS, estas foram incubadas com o
anticorpo secundario Alexa Fluor 488 nm (verde). Este anticorpo possibilitou a detecdo das
DSB, corando os locais onde ocorreu fosforilagdo da histona H2AX, o que permitiu a sua

visualizagéo por imunofluorescéncia (Figuras 3.15 e 3.16).

A B C
Figura 3.15: Indugdo de DSB nas células PC-3, ap6s incubacdo com o composto **°I-6B. Os focos a
verde assinalam os locais onde ocorreu fosforilagdo da histona H2AX, correspondentes a ocorréncia de
DSB. A) Controlo (incubacdo sem 125I-6B); B) Incubacio com 1,5 pCi de **°I-6B; C) Incubacio com
7,5 uCi de **1-6B.
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Figura 3.16: Numero de focos (DSB) nas células PC-

N.® Focos por célula

3, ap6s incubagdo com o composto *°1-6B, em fungio

)
L

da atividade (uCi) de incubacéo.

Atividade (uCi)
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Os resultados apresentados nas Figuras 3.15 e 3.16 indicaram que existe inducdo de DSB na
cadeia de ADN das células PC-3 incubadas com o composto ‘*I-6B, sobretudo para a
incubacéo com 7,5 uCi de composto. Embora preliminares, estes resultados véo ao encontro dos

obtidos nos ensaios in vitro anteriormente realizados.

Ensaio MTT para células de melanoma murino B16-F1

Ensaios preliminares de radiotoxicidade foram realizados por um teste denominado MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difeniltetrazolio) que avalia a atividade metabdlica
das células, quantificando a reducdo metabdlica do MTT. Os cristais de formazan formados no
interior das células podem ser observados por microscopia ou quantificados por
espectrofotometria, depois de extraidos com solvente organico adequado, como o DMSO[90].
Assim, foi avaliada a viabilidade das células apds a sua exposi¢do ao composto em estudo. As
células que se mantém viaveis reduziram o MTT a formazan, durante a respiracéo celular, nas
mitocondrias. A detecdo do formazan formado é uma indicacdo da integridade das mitocondrias

e da viabilidade celular.
No ensaio MTT realizado, células de melanoma B16-F1 foram expostas, durante 48 horas a 37

°C, a 1-1,2 uCi de composto **1-6B (0,2 mL). Este ensaio, embora preliminar, mostrou que

existe cerca de 36% de morte celular ao fim de um periodo de incubacéo de 48 horas, a 37 °C.
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4. CONCLUSOES E PERSPETIVAS

Nos ultimos anos, varios grupos de investigacdo tém explorado as propriedades ionizantes dos
emissores de eletrdes Auger para terapéutica com radionuclideos dirigida ao ADN. Os eletres
Auger sdo eletrbes pouco energéticos, que apresentam elevada capacidade de transferéncia
linear de energia, uma vez que depositam toda a sua energia ao longo do seu muito curto
percurso nos tecidos biologicos[5,7,16].

Entre os radionuclideos emissores de eletrdes Auger, 0 *°I é um dos mais estudados. Este
radiois6topo apresenta particular interesse uma vez que emite cerca de 20 eletrdes Auger por
decaimento[28-30,40-44].

Dado que os eletrdes Auger apenas percorrem curtas distancias nos tecidos humanos, o
radionuclideo emissor de eletres Auger tem necessariamente que ser transportado para o

nlcleo da célula, de forma a causar danos no material genético[20,27-31].

O alaranjado de acridina e 0s seus derivados apresentam conhecidas propriedades de
intercalacdo do com o ADN, sendo compostos muito atrativos para conjugacdo a radionuclideos
emissores de eletrGes Auger para radioterapia dirigida ao ADN. Com o objetivo de contribuir
para demonstrar a relevancia desta classe de compostos para este tipo de aplicacdo,
sintetizaram-se diferentes derivados de AO, procedeu-se a sua radioiodacdo e estudou-se a sua
capacidade para causar quebras de cadeia, usando ADN plasmidico ou células tumorais,
correlacionando essa capacidade com o aumento da distancia entre o radionuclideo '*1 e a dupla
hélice de ADN.

Concretamente, sintetizdmos trés derivados (radio)iodados do alaranjado de acridina contendo
uma cadeia alquilica de tamanho variavel (3, 5 e 8 grupos metilénicos) entre o intercalador do

ADN e 0 is6topo emissor de eletrdes Auger (**°1).

Comegamos pela sintese dos compostos iodo-n-alquilftalimida 2A (n=3) 2B (hn=5) e 2C (n =
8), que foram utilizados na N-alquilacdo do alaranjado de acridina, de que resultou a formacao
dos compostos 3A, 3B e 3C (rendimentos acima dos 95% para os dois primeiros e de 50% para
0 composto 3C). Esses derivados alquilftalimida foram transformados nas correspondentes
aminas primarias (compostos 4A, 4B e 4C), que reagiram com o éster ativado 4-iodobenzoato
de tetrafluorofenilo (composto 5), promovendo-se o acoplamento do acido iodobenzéico, com
formacdo dos compostos finais do tipo 4-iodobenzamida 6A-C (rendimentos de 72%, 71% e

20% para os produtos 6A, 6B e 6C, respetivamente).
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Seguidamente, avaliou-se se 0s compostos 6A, 6B e 6C mantinham a capacidade de
intercalagdo com ADN, tal como era espectavel. Para isso, foram usadas diferentes técnicas
espectroscopicas, como UV-Visivel, fluorescéncia e Dicroismo Circular, que permitiram estudar
a interagdo dos compostos com CT-ADN. Com os estudos de fluorescéncia, foi ainda possivel
determinar as constantes de ligagdo ao ADN para cada um dos compostos, por ajuste dos dados
obtidos nas titulacdes de Fluorescéncia a modelos matematicos de Kaminoh e McGhee von
Hippel.

Os estudos de espectroscopia UV-Visivel mostraram hipocromismo e batocromismo nas bandas
do espectro de absor¢do UV-Visivel, na sequéncia da interagdo dos compostos com o ADN.
Esta interacdo também conduziu ao aumento da intensidade de fluorescéncia e ainda a sinais de
dicroismo circular induzido, sobretudo para o composto 6B. Estes resultados vém sugerir uma
forte capacidade de ligagdo ao ADN, provavelmente por intercalacdo. Uma vez que nenhum dos
compostos sintetizados é quiral, a existéncia de dicroismo circular induzido detetado, em
especial para o complexo 6B-DNA, é sugestivo de alguma flexibilidade na conformagao
espacial da cadeia alquilica apos intercalagdo entre os pares de bases nucleotidicas. Segundo o
modelo de McGhee von Hippel, os valores de K encontrados (entre 20,2+0,06 e 47,0+9,0), bem
como a distdncia em numero de pares de bases (n, entre 1,07+£0,06 e 2,4+0,3) entre duas
moléculas do composto intercaladas, estdo de acordo com valores previamente estabelecidos na

literatura para o alaranjado de acridina[83-85].

Foram depois sintetizados os compostos radioiodados '*1-6A, '*1-6B e '*I1-6C por
radioiodacdo oxidativa dos respetivos precursores estanano (rendimentos de marcagdo de
23,3%, 32,3% e 30,2%, respetivamente). Estes compostos foram obtido com valores de pureza
radioquimica superiores a 98%, apds purificacdo por HPLC (fase reversa) e por cartridge Sep-
Pak C18.

Adicionalmente, realizaram-se estudos de estabilidade dos compostos radioiodados em EtOH
(para armazenamento), em tampdo Tris-HCI 0,1 M (tamp&o utilizado para estudos com ADN) e
em meio de cultura celular DMEM (meio utilizado para estudos celulares). Os diferentes
compostos radioiodados apresentaram uma elevada estabilidade radioquimica em todas as

condicbes estudadas.

Avaliamos os danos causados na cadeia de ADN plasmidico ¢X174, induzidos por cada um dos
trés compostos radioativos marcados com 125 " através de técnicas de eletroforese em gel de
agarose e posterior analise densitométrica.

Os compostos *1-6A e I-6B foram aqueles que provocaram maior nimero de DSB, com
rendimentos de cerca de 0,07-0,09 e 0,05-0,04 DSB por decaimento, respetivamente, sem

diferencas significativas quando os ensaios foram conduzidos na presen¢a de DMSO 0,2 M.
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Estes resultados sugerem que para os compostos **1-6A (com espacador de 3 carbonos) e **I-

6B (com espacador de 5 carbonos), a maior proximidade entre o radionuclideo **I e as bases de
ADN ¢ tal, que leva ao predominio de efeitos diretos nos danos causados no ADN. Pelo
contrario, o nimero de DSB causadas pelo composto **’1-6C (com espagador de 8 carbonos) é
reduzido drasticamente na presenga de DMSO 0,2 M, ndo se verificando praticamente a
ocorréncia deste tipo de quebras na cadeia nucleotidica. Esta tendéncia aponta para uma maior
preponderancia dos efeitos indiretos nos danos provocados pelo composto'®1-6C, o que reflete
certamente a maior distancia entre o &tomo emissor de eletrdes Auger e o eixo central de ADN,
no caso da intercalagdo deste composto.

Foram também realizados estudos para avaliar a captacdo e a capacidade de internalizacéo
celular dos compostos radioiodados em diferentes linhas celulares tumorais.

Os resultados obtidos revelaram que o composto '*1-6B foi aquele que mostrou melhores
resultados, com cerca de 30% de captacdo e cerca de 18% de internalizacdo na linha celular
B16-F1.

O composto*®1-6B revelou bons resultados nos ensaios in vitro com ADN plasmidico e nos
ensaios de captagdo e internalizacdo celular, o que nos levou a proceder ao estudo preliminar da
sua capacidade de produzir DSB no ADN de células tumorais e provocar efeitos
radiocitotoxicos, através de ensaios y-H2AX e MTT, respetivamente. Os resultados dos ensaios
y-H2AX sugerem também que o composto **°1-6B é capaz de provocar DSB na cadeia de ADN
das células tumorais, na proporcao a atividade aplicada nas células. O ensaio MTT mostrou que
a exposicdo das células a cerca de 1 uCi de composto #°1-6B, durante 48 horas, induz a morte

celular em mais de 35% das células expostas.

Para melhor interpretar esses estudos e resultados, dever-se-4 ainda realizar estudos de
internalizagdo nuclear, que fornecerdo informacgdo fundamental acerca da capacidade de cada
um dos compostos entrar no ndcleo das células, ficando assim em contacto com o ADN. Por
limitagBes de tempo, ndo nos foi possivel realizar e/ou concluir estes estudos durante o periodo

de realizacdo do trabalho experimental que deu origem a esta tese.

Seria interessante repetir os ensaios de y-H2AX, nomeadamente incluindo também o composto

'%1-6C no ensaio e incluir adicionalmente incubacdes com atividades superiores.

E importante avancar para a realizacio de estudos de modelagdo molecular (docking), que

corroborem a interacdo dos compostos com o ADN por intercalacdo, determinem a
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conformacéo espacial do composto ap6s intercalagéo e estime a distancia do **°I ao eixo central
da dupla hélice de ADN. Estes estudos computacionais j& estdo neste momento a decorrer, em
colaboragéo com o Dr Jodo Lavrado (iMed.UL).

Como ja referido, a modelagdo molecular deverd fornecer informacdo importante sobre a
distancia exata do atomo **°l & molécula de ADN, para cada um dos compostos estudados. Esta
informagdo sera Gtil para relacionar com célculos de nanodosimetria, que ja se encontram em
curso e estdo a ser realizados por investigadores do grupo de Protecgdo e Seguranca Radioldgica
do C*TN-IST.

E conhecida a afinidade de compostos derivados de acridina para células que sobreexpressem
melanina. [43, 44, 58] Seria interessante avaliar a farmacocinética, in vivo, dos compostos

sintetizados, nomeadamente em modelos animais portadores de melanoma maligno.

Os derivados do alaranjado de acridina podem também atuar como fotossensibilizadores em
terapia fotodindmica (PDT). Por exemplo, alguns artigos recentes referem o uso da AO, com
sucesso, no tratamento de sarcomas musculo-esqueléticos via PDT[60,61]. A possibilidade de
combinar evetuais propriedades fotossensibilizadoras dos derivados de AO descritos nesta tese,
com a visualizacdo in vivo da sua localizacdo (por detecdo da radiagdo emitida por I ou *#*I)
ou com efeitos dos eletrdes Auger (**°) abrem novas perspetivas para o trabalho de investigago
aqui apresentado, podendo potenciar novas aproximacles terandsticas do cancro (PDT +

imagiologia PET ou SPECT + Terapia Auger).

70



Compostos Radioiodados para Terapia Auger

5. PARTE EXPERIMENTAL

71






Compostos Radioiodados para Terapia Auger

5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Solventes, Reagentes e Técnicas para Purificacdo e Caracterizacio

5.1.1 Solventes e Reagentes

Todos os solventes utilizados eram de qualidade pro-analise e foram usados sem purificacdo
adicional. Os solventes secos utilizados foram preparados e mantidos de acordo com métodos
descritos[93].

Os reagentes adquiridos comercialmente ndo foram submetidos a nenhuma purificagéo prévia.

5.1.2 Cromatografia em Camada Fina (TLC)
As reacOes quimicas foram monitorizadas por TLC, utilizando tiras de silica-gel 0,25 mm ou
tiras de 6xido de aluminio em suporte de aluminio (Merck). Os cromatogramas foram revelados

por luz UV ao comprimento de onda de 254 nm e em camara de iodo (1,).

5.1.3 Cromatografia em Coluna

Alguns dos compostos sintetizados foram purificados por cromatografia em coluna. Para o
efeito, dependendo do composto, foram efetuadas cromatografias em coluna com silica-gel 60
(granulometria 0,060 mesh, Merck) ou com éxido de aluminio (Macherey-Nagel) como suporte.
Foram utilizadas colunas de vidro de dimensdo adequada a quantidade de amostra a purificar,
enchidas com uma mistura fase estacionaria/eluente, escolhidos de acordo com o composto em
causa, em funcdo das suas caracteristicas (polaridade). Apds aplicacdo da amostra no topo da
coluna, a eluicdo foi feita por acdo da gravidade e os compostos recolhidos em fraces de
volume adequado. As fragdes recolhidas foram analisadas por TLC para determinar as que
correspondiam ao produto pretendido. As fracGes que continham o produto puro foram juntas e

secas sob vacuo no evaporador rotativo (Blichi) e na linha de vazio.

5.1.4 Cromatografia Liquida de Alta Pressdo (HPLC)

As anélises por HPLC dos compostos iodados ou radioiodados (**’I ou ***I), bem como o estudo
da sua estabilidade radioquimica foram realizadas num sistema cromatografico equipado com
uma bomba Perkin-Elmer LC 200 e com dois detetores em série: um detetor de radiagdo y
(Berthold LB-507 A), e um detetor UV (LC 290). Todos os solventes utilizados foram de
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qualidade HPLC e foram previamente desaerificados com hélio. A agua foi bidestilada em

aparelho de quartzo e filtrada utilizando filtros millipore 0,22 pm.

Os controlos analiticos e a purificacdo dos compostos radioiodados foram realizados de acordo
com o seguinte método:

Coluna: Macherey-Nagel EC-Nucleosil 100 C;g (10 pm; 250 mm x 4 mm)

Pré-coluna: Macherey-Nagel CC-Nucleosil 100 Cyg (5 um; 8 mm x 4 mm)

Fluxo: 1,0 mL/min

Detecéo: UV (254 nm) e y

Eluentes: (A) - CH;CN com 0,1% de TFA; (B) - TFA 0,1%

Programa: eluig&o isocratica dos 0 aos 35 minutos, com 60% do eluente A e 40% do eluente B.

5.1.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de *H e **C foram obtidos em CDCI; ou CD;OD, de acordo com a
solubilidade do composto em estudo, e registados em espectrometros Varian Unity de 300 ou
400 MHz. Os espectros foram obtidos a 20 °C. Em alguns casos, a atribuicdo dos protbes e dos
carbonos foi efetuada com base em experiéncias 2D (correlacdo *H-'H, COSY, e correlagio
heteronuclear *H-"*C, HSQC). Os desvios quimicos dos espectros sio dados na escala & (ppm) e
foram referenciados a partir das ressonancias residuais do solvente deuterado relativamente ao
tetrametilsilano (SiMe,, TMS).

5.1.6 Espectrometria de Massa por lonizagéo ElectroSpray (ESI-MS)

Os espectros de massa foram obtidos num espectrometro ESI/QITMS Bruker HCT, com
ionizag&o por electrospray. As amostras foram dissolvidas em metanol, com uma concentragdo
aproximada de 10™ M. Estes espectros foram realizados pela Dra. Célia Fernandes, nas
instalagdes do C*TN-IST.

5.1.7 Andlise Elementar de C,H,N
As anélises elementares de C,H,N foram efetuadas num analisador automatico EA 110 CE

Instruments. Estas analises foram realizadas pela Dra. VVania Sousa, nas instalagdes do C*TN.
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5.1.8 Medicao da Atividade das SolucGes Radioativas
A atividade das solugdes de *°I foi medida numa camara de ionizacéo (Aloka, Curiemeter IGC-
3) e num contador gama (Berthold, LB2111).

5.2 Sintese Quimica

5.2.1 Sintese de 2-(3-bromopropil)isoindol-1,3-diona (1A) [67-69]
@)
N

e C
BI’/\d/\ a
') b

A 270 mL de CHsCN seco, adicionou-se 12,70 g (68,56 mmol) de ftalimida de potéssio e 23,5
mL de 1,3-dibromopropano (39,70 g, 196,68 mmol). A mistura refluxou sob atmosfera de azoto
durante 6h. De seguida, filtrou-se, lavou-se com MeOH frio e descartou-se o precipitado. Fez-se
extragdo com CH,CI,:H,0 e concentrou-se a fase organica. O composto final foi purificado por
coluna de silica (eluente AcOEt:EP, 1:8), tendo-se obtido 12,68 g do composto 1C sob a forma
de 6leo amarelo escuro (47,31 mmol, n = 69%).

R¢ (AcOEt:EP, 1:6) = 0,42.

'H RMN [CDCl3, § (ppm)]: 2.24 (m, 2H, CH, (d)); 3.40 (t, 2H, CH;, (¢)); 3.80 (t, 2H, CH, (¢));
7.73 (t, 2H, 2CH (a/b)); 7.84 (t, 2H, 2CH (a/b)).

5.2.2 Sintese de 2-(5-bromopentil)isoindol-1,3-diona (1B) [67-69]

@)
g e c
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Br : q N a
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A 3 mL de CH;CN seco, adicionou-se 401,9 mg (2,17 mmol) de ftalimida de potéssio e 887 pL
de 1,5-dibromopentano (1,50 g, 6,51 mmol). A mistura refluxou sob atmosfera de azoto durante
6h. De seguida, filtrou-se, lavou-se com MeOH frio e descartou-se o precipitado. Fez-se
extragdo com CH,Cl,:H,0 e concentrou-se a fase organica. O composto final foi purificado por
coluna de silica (eluente ACOEt:EP, 1:8), tendo-se obtido 41,0 mg do composto 1C sob a forma

de 6leo amarelo escuro (0,41 mmol, n = 19%).
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Rt (AcOEt.EP, 1:6) = 0,42.
'"H RMN [CDCls, & (ppm)]: 1.47 (m, 2H, CH, (e)); 1.67 (m, 2H, CH, (f)); 1.86 (m, 2H, CH,
(d)); 3.35 (t,2H, CH; (9)); 3.65 (t, 2H, CH (c)); 7.67 (t, 2H, 2CH (a/b)); 7.79 (t, 2H, 2CH (a/b)).

5.2.3 Sintese de 2-(8-bromooctil)isoindol-1,3-diona (1C) [67-69]
O
N

' g
Br\/l\/\/e\/c\
j h f d
o b

A 55 mL de CH3CN seco, adicionou-se 6,73 g (36,32 mmol) de ftalimida de potassio e 29,60 g
de 1,8-dibromooctano (108,96 mmol). A mistura refluxou sob atmosfera de azoto durante 6h.
De seguida, filtrou-se, lavou-se com MeOH frio e descartou-se o precipitado. Fez-se extragao
com CH,Cl,:H,O e concentrou-se a fase organica. O composto final foi purificado por coluna de
silica (eluente AcOEt:EP, 1:8), tendo-se obtido 8,35 g do composto 1C sob a forma de dleo
amarelo escuro (24,69 mmol, n = 68%).

R¢ (AcOEt.EP, 1:6) = 0,40.

'H RMN [CDCls, & (ppm)]: 1.28 ¢ 1.36 (m, 2+6H, 4CH, (e, f, g, h)); 1.62 (m, 2H, CH, (i));
1.80 (m, 2H, CH; (d)); 3.34 (t, 2H, CH, (j)); 3.62 (t, 2H, CH, (c)); 7.67 (m, 2H, 2CH (a/b)); 7.77
(m, 2H, 2CH (a/b)).

5.2.4 Sintese de 2-(3-iodopropil)isoindol-1,3-diona (2A) [67-69]

A 60 mL de acetona pré-seca, adicionou-se 3,00 g de N-(bromo-3-propil)ftalimida (11,19
mmol) e 3,13 g de KI (18,86 mmol). A mistura refluxou sob atmosfera de azoto durante 48 h. O
precipitado formado foi separado por filtracdo e descartado. O filtrado foi evaporado e seco sob
pressao reduzida, tendo-se obtido 3,47 g de composto 2A, sob a forma de um so6lido amarelo
(11,01 mmol, n =98%).

R (AcOEt.EP, 1:6) = 0,38.

'H RMN [CDCl3, & (ppm)]: 2.25 (m, 2H, CH, (d)); 3.17 (t, 2H, CH, (¢)); 3.77 (t, 2H, CH, (¢));
7.73 (m, 2H, 2CH (a/b)); 7.84 (m, 2H, 2CH (a/b)).
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5.2.5 Sintese de 2-(5-iodopentil)isoindol-1,3-diona (2B) [67-69]

A 40 mL de acetona pré-seca, adicionou-se 2,02 g de N-(bromo-5-pentil)ftalimida (6,82 mmol)
e 2,17 g de KI (13,07 mmol). A mistura refluxou sob atmosfera de azoto durante 48 h. O
precipitado formado foi separado por filtragdo e descartado. O filtrado foi evaporado e seco sob
pressdo reduzida, tendo-se obtido 2,32 g de composto 2B, sob a forma de um dleo amarelo (6,77
mmol, 1 = 99%)).

R¢ (AcOEt:EP, 1:6) = 0,38.

'H RMN [CDCls, § (ppm)]: 1.44 (m, 2H, CH, (e)); 1.69 (m, 2H, CH; (f)); 1.88 (m, 2H, CH,
(d)); 3.18(t, 2H, CH, (g)); 3.68(t, 2H, CH, (c)); 7.71(t, 2H, 2CH (a/b)); 7.84(t, 2H, 2CH (a/b)).

5.2.6 Sintese de 2-(8-iodooctil)isoindol-1,3-diona (2C) [67-69]

, (0]
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A 12 mL de acetona pré-seca, adicionou-se a 549,0 mg de N-(bromo-8-octil)ftalimida (1,62
mmol) e 457,0 mg de Kl (2,75 mmol). A mistura refluxou sob atmosfera de azoto durante 48 h.
O precipitado formado foi separado por filtracdo e descartado. O filtrado foi evaporado e seco
sob pressdo reduzida, tendo-se obtido 516,0 mg de composto 2C, sob a forma de um 6leo
amarelo (1,33 mmol, n = 82%).

R¢ (AcOEt:EP, 1:6) = 0,38.

'"H RMN [CDCls, & (ppm)]: 1.29 (m, 8H, 4CHj, (e, f, g, h)); 1.65 (m, 2H, CH, (i)); 1.78 (m, 2H,
CH, (d)); 3.13 (t, 2H, CH, (j)); 3.63 (t, 2H, CH, (c)); 7.69 (t, 2H, 2CH (a/b)); 7.80 (m, 2H, 2CH
(a/b)).
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5.2.7 Sintese de lodeto de 3,6-bis(dimetilamino)-10-(3-(1,3-dioxoisoindol-2-
ilpropil)acridinio (3A) [67-69]

\
N—e
a
b d
c N f
\ / > h O
]
o] i
N._—
/ i

A 27 mL de p-xileno, adicionou-se a 513,0 mg de AO (1,93 mmol) e 1,19 g de composto 2A
(3,77 mmol). A mistura refluxou sob atmosfera de azoto durante 24 h. Passadas 24 h, arrefeceu-
se a mistura até a temperatura ambiente e filtrou-se, tendo-se obtido 1,12 g de composto 3A, sob
a forma de um sélido vermelho escuro (1,93 mmol, rendimento quantitativo).

Rt (MeOH:CH,Cl,, 1:9) = 0,40.

'H RMN [CDCls, & (ppm)]: 2.35 (m, 2H, CH, (g)); 3.29 (s, 12H, 4CHjs (e)); 4.13 (t, 2H, CH,
(h)); 4.88 (t, 2H, CH, (f)); 6.53 (s, 2H, 2CH (d)); 7.00 (d, 2H, 2CH (a)); 7.76 (m, 2H, 2CH (b)),
7.83 (m, 4H, 4CH (i, j)); 8.58 (s, 1H, CH (c)).

5.2.8 Sintese de lodeto de 3,6-bis(dimetilamino)-10-(5-(1,3-dioxoisoindol-2-
il)pentil)acridinio (3B) [67-69]

A 15 mL de p-xileno, adicionou-se a 280,0 mg de AO (1,05 mmol) e 665,0 mg de composto 2B
(1,94 mmol). A mistura refluxou sob atmosfera de azoto durante 24 h. Passadas 24 h, arrefeceu-
se a mistura até a temperatura ambiente e filtrou-se, tendo-se obtido 577,0 mg de composto 3B,
sob a forma de um sélido vermelho escuro (0,95 mmol, n = 90%).

R¢ (MeOH:CH,CI,, 1:9) = 0,35.
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'H RMN [CDCl3, & (ppm)]: 1.81 (m, 4H, 2CH, (9/h/i)); 2.04 (m, 2H, CH, (g/h/i); 3.31 (s, 12H,
4CH; (e)); 3.71 (t, 2H, CH, (j)); 4.78 (t, 2H, CH,, ()); 6.57 (s, 2H, 2CH (d)); 7.01 (d, 2H, 2CH
(a)); 7.67-7.87 (m, 6H, 6CH (b, k, 1)) 8.61 (s, 1H, CH (c)).

529 Sintese de lodeto de 3,6-bis(dimetilamino)-10-(8-(1,3-dioxoisoindol-2-
il)octil)acridinio (3C) [67-69]

n

A 10 mL de p-xileno, adicionou-se a 176,5 mg de AO (0,67 mmol) e 516,1 mg de composto 2C
(1,33 mmol). A mistura refluxou sob atmosfera de azoto durante 24 h. Passadas 24 h, arrefeceu-
se a mistura até a temperatura ambiente e filtrou-se, tendo-se obtido 215,0 mg de composto 3C,
sob a forma de um sélido vermelho escuro (0,33 mmol, n = 49%).

Rs (MeOH:CH,ClI,, 1:9) = 0,35.

'H RMN [CDCls, 8 (ppm)]: 1.36 (m, 8H, 4CH, (h, i, j, K)); 1.62 (m, 2H, CH, (I)); 1.94 (m, 2H,
CH, (g)); 3.31 (s, 12H, 4CH; (e)); 3.64 (t, 2H, CH, (m)); 4.77 (t, 2H, CH; (f)); 6.56 (s, 2H, 2CH
(d)); 7.03 (d, 2H, 2CH (a)); 7.71 (d, 2H, 2CH (b/n/0)); 7.82 (d, 2H, 2CH (b/n/0)); 7.89 (d, 2H,
2CH (b/n/0)); 8.71 (s, 1H, CH (c)).

5.2.10 Sintese de lodeto de 10-(3-aminopropil)-3,6-bis(dimetilamino)acridinio (4A)
[67-69]
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A 35 mL de MeOH seco, adicionou-se a 525,0 mg de composto 3A (0,90 mmol) e 0,55 mL de
hidrazina monoidratada (11,36 mmol). A mistura refluxou sob atmosfera de azoto durante 5
dias. Passados 5 dias, a mistura foi arrefecida até a temperatura ambiente. Acidificou-se com 6,5
mL de HCI 37%, filtrou-se e basificou-se as aguas de lavagem com 15 mL de NaOH 4 M, até
pH ~14. Evaporou-se 0 MeOH e extraiu-se com CH,Cl,. Apés secar a fase organica com
Na,SQO,, evaporou-se o solvente e dissolveu-se em 5 mL de CH,Cl,. Recuperou-se para dois
tubos de centrifuga, reconstituiu-se com éter dietilico até aos 40 mL e centrifugou-se 10 min a
2500 rpm. Arrefeceu-se os tubos durante 48 h a 0 °C, filtrou-se o sobrenadante e descartou-se a
solugdo de éter dietilico. Lavou-se o filtro e os tubos com MeOH frio e recuperou-se o sélido
vermelho. Evaporou-se 0 MeOH tendo-se obtido 405,3 mg de composto 4A, sob a forma de um
s6lido vermelho (0,90 mmol; rendimento quantitativo).

R¢ (MeOH:CH,Cl,, 1:9) = 0,27.

'H RMN [CD;0D, & (ppm)]: 2.04 (m, 2H, CH, (g)); 2.92 (t, 2H, CH, (h)); 3.27 (s, 12H, 4CH;
(e)); 4.69 (t, 2H, CH, (f)); 6.64 (s, 2H, 2CH (d)); 7.18 (d, 2H, 2CH (a)); 7.78 (d, 2H, 2CH (b));
8.17 (m, 1H, NH); 8.53 (s, 1H, CH (c)).

5.2.11 Sintese de lodeto de 10-(5-aminopentil)-3,6-bis(dimetilamino)acridinio (4B)
[67-69]

A 135 mL de MeOH seco, adicionou-se a 2,02 g de composto 3B (3,35 mmol) e 2,3 mL de
hidrazina monoidratada (47,42 mmol). A mistura refluxou sob atmosfera de azoto durante 5
dias. Passados 5 dias, a mistura foi arrefecida até a temperatura ambiente. Acidificou-se com 25
mL de HCI 37%, filtrou-se e basificou-se as aguas de lavagem com NaOH 4 M, até pH ~14.
Evaporou-se 0 MeOH e extraiu-se com CH,Cl,. Apos secar a fase organica com Na,SO,,
evaporou-se o solvente e dissolveu-se em 5 mL de CH,Cl,. Recuperou-se para dois tubos de
centrifuga, reconstituiu-se com éter dietilico até aos 40 mL e centrifugou-se 10 min a 2500 rpm.
Arrefeceu-se o0s tubos durante 48 h a 0 °C, filtrou-se o sobrenadante e descartou-se a solugéo de

éter dietilico. Lavou-se o filtro e os tubos com MeOH frio e recuperou-se o sélido vermelho.
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Evaporou-se 0 MeOH tendo-se obtido 594,0 mg de composto 4B, sob a forma de um solido
vermelho (1,24 mmol; 1 = 37%).

R¢ (MeOH:CH,CI,, 1:9) = 0,27.

'"H RMN [CDs0D, & (ppm)]: 1.66 (s, 4H, 2CH, (h, i)); 1.93 (m, 2H, CH, (9)); 2.72 (t, 2H, CH,
(1)); 3.28 (s, 12H, 4CHgs (e)); 4.55 (m, 2H, CH, (f)); 6.51 (m, 2H, 2CH (d)); 7.15 (m, 2H, 2CH
(a)); 7.79 (m, 2H, 2CH (b)); 8.54 (m, 1H, CH (c)).

3C RMN [CD;0D, & (ppm)]: 25.31 (CH, (h/i)); 26.70 (CH, (g)); 33.06 (CH, (/i); 40.93 (4CH;
(€)); 42.27 (CH, (j)); 48.55 (CH; (f)); 93.48 (2CH (d)); 115.38 (2CH (a)); 118.34 (C); 134.21
(2CH (b)); 143.80 (CH (c)); 144.01 (C); 157.15 (C).

ESI-MS (MeOH): m/z (calculado) 351,8 [M]" (351.3).

5.2.12 Sintese de lodeto de 10-(8-aminooctil)-3,6-bis(dimetilamino)acridinio (4C)
[67-69]

A 65 mL de MeOH seco, adicionou-se a 1,00 g de composto 3C (1,55 mmol) e 1 mL de
hidrazina monoidratada (60,62 mmol). A mistura refluxou sob atmosfera de azoto durante 5
dias. Passados 5 dias, a mistura foi arrefecida até a temperatura ambiente. Acidificou-se com 12
mL de HCI 37%, filtrou-se e basificou-se as aguas de lavagem com 18 mL de NaOH 4 M, até
pH ~14. Evaporou-se 0 MeOH e extraiu-se com CH,Cl,. Ap6s secar a fase organica com
Na,SQO,, evaporou-se o solvente e dissolveu-se em 5 mL de CH,Cl,. Recuperou-se para dois
tubos de centrifuga, reconstituiu-se com éter dietilico até aos 40 mL e centrifugou-se 10 min a
2500 rpm. Arrefeceu-se os tubos durante 48 h a 0 °C, filtrou-se o sobrenadante e descartou-se a
solucdo de éter dietilico. Lavou-se o filtro e os tubos com MeOH frio e recuperou-se o sélido
vermelho. Evaporou-se 0 MeOH tendo-se obtido 444,0 mg de composto 4C, sob a forma de um
solido vermelho (0,85 mmol; n = 55%).

R¢ (MeOH:CH,CI,, 1:9) = 0,27.

'"H RMN [CD;0D, & (ppm)]: 1.37 (m, 4H, 2CH (i, j); 1.49 (m, 4H, 2CH, (h, k)); 1.61 (m, 2H,
CH, (1)); 1.89 (m, 2CH, CH, (9)); 2.67 (t, 2H, CH; (m)); 3.25 (s, 12H, 4CHjs (e)); 4.54 (t, 2H,
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CH, (f)); 6.49 (s, 2H, 2CH (d)); 7.15 (d, 2H, 2CH (a)); 7.78 (d, 2H, 2CH (b)); 8.51 (s, 1H, CH
(c)).

3C RMN [CD;0D, & (ppm)]: 26.88 (CH, (g)); 27.82 (CH, (I)); 27.91 (CH, (i/j)); 30.35 (CH,
(h/K)); 30.49 (CH, (i/j)); 32.43 (CH, (h/k)); 40.92 (4CHjs (e)); 42.08 (CH, (m)); 49.85 (f)); 93.53
(2CH (d)); 115.42 (2CH (a)); 118.36 (C); 134.23 (2CH (b)); 143.83 (CH (c)); 144.02 (C);
157.16 (C).

ESI-MS (MeOH): m/z (calculado) 393.5 [M]" (393.3).

5.2.13 Sintese do éster 4-iodobenzoato de tetrafluorofenilo (5) [70, 74]

A 10 mL de 1,4-dioxano adicionou-se 500,0 mg de acido 4-iodobenzoéico (2,02 mmol), 1,2 eq.
de EDC (2,42 mmol, 463,9 mg) e 1,2 eq. de tetrafluorofenol (2,42 mmol, 401,8 mg). A mistura
permaneceu em agitacdo a t.a. durante 24 h. Fez-se extragdo com CH,Cl,:H,O (50 mL:50 mL).
A fase organica foi seca com MgSO,, filtrada e o solvente evaporado. Fez-se purificacdo por
coluna de silica-gel (eluente AcOEt:EP, 1:6) e foram obtidos 737,0 mg do composto 5, puro,
sob a forma de cristais brancos (1,86 mmol, n = 92%)).

R¢ (ACOEt:EP, 1:6) = 0,8.

'H RMN [CDCls, 5 (ppm)]: 7.05(m, 1H, CH (a)); 7.92(m, 4H, 4CH (b, c)).

5.2.14 Sintese de lodeto de 3,6-bis(dimetilamino)-10-(3-(4-iodobenzamida)propil)
acridinio (6A)
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A 9 mL de DMF, adicionou-se 405,0 mg de composto 4A (0,90 mmol) e 320 pL de DIPEA

(1,80 mmol). A mistura ficou em agitacdo em banho de gelo durante 30 min. Retirou-se o banho
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de gelo e adicionou-se 541,0 mg do composto 5 (1,37 mmol). A mistura permaneceu em
agitacdo a temperatura ambiente uma noite.

Apoés evaporar a DMF, purificou-se o produto por coluna de oxido de aluminio (eluente
MeOH:CH,Cl,, 1:9) tendo-se obtido 342,0 mg de composto 6A, sob a forma de um sélido
vermelho (0,65 mmol; 1 = 72%).

R¢ (MeOH:CH,Cl,, 1:9) = 0,30.

'H RMN [CDCls, 8 (ppm)]: 2.34 (m, 2H, CH, (g)); 3.18 (s, 12H, 4CHjs (e)) 3.89 (m, 2H, CH,
(h)); 4.96 (t, 2H, CH, (f)); 6.67 (s, 2H, 2CH (d)); 7.01 (d, 2H, 2CH (a)); 7.75 (d, 2H, 2CH (b));
7.83 (d, 2H, 2CH (i)); 8.15 (d, 2H, 2CH (j)); 8.41 (s, 1H, CH (c)).

3C RMN [CDCls, & (ppm)]: 26.07 (CH, (g)); 37.45 (CH, (h)); 41.06 (4CHjs (e)); 47.17 (CH,
(f)); 93.07 (2CH (d)); 98.77 (C); 114.27 (2CH (a)); 117.14 (C); 129.96 (2CH (j)); 133.01 (2CH
(b)); 133.35 (C); 137.73 (2CH (i));142.51 (CH (c)); 142.89 (C); 155.79 (C); 167.18 (CO).
ESI-MS (MeOH): m/z (calculado) 553.2 [M]" (553.1).

CHN experimental (calculado): C,;Hzl,N4O, C 43,59 (46,66); H 4,45 (4,44); N 7,32 (8,23).

5.2.15 Sintese de lodeto de 3,6-bis(dimetilamino)-10-(5-(4-iodobenzamida)pentil)
acridinio (6B)
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A 8 mL de DMF, adicionou-se 120,0 mg de composto 4B (0,25 mmol) e 90 pL de DIPEA (0,50
mmol). A mistura ficou em agitagdo em banho de gelo durante 30 min. Retirou-se o banho de
gelo e adicionou-se 150,0 mg do composto 5 (0,38 mmol). A mistura permaneceu em agitacéo a
temperatura ambiente uma noite.

Apobs evaporar a DMF, purificou-se o produto por coluna de éxido de aluminio (eluente
MeOH:CH,Cl,, 1:9) tendo-se obtido 100,0 mg de composto 6B, sob a forma de um solido
vermelho (0,18 mmol; n = 72%).

R¢ (MeOH:CH,Cl,, 1:9) = 0,40.
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'"H RMN [CDCls, & (ppm)]: 1.85 (m, 2H, CH, (h)); 2.00 (m, 4H, 2CH;, (g, i)); 3.29 (s, 12H,
4CH; (e)); 3.60 (t, 2H, CH, (j)); 4.78 (t, 2H, CH, ()); 6.63 (s, 2H, 2CH (d)); 7.04 (d, 2H, 2CH
(a)); 7.76-7.80 (m, 4H, 4CH (b, K)); 7.95 (d, 2H, 2CH (1); 8.20 (t, 1H, NH); 8.48 (s, 1H, CH (c)).
C RMN [CDClj, & (ppm)]: 24.44 (CH, (h)); 25.77 (CH, (g/i)); 28.85 (CH, (g/i)); 39.35 (CH,
(1)); 41.36 (4CHs (e)); 48.39 (CH, (f); 93.15 (2CH (d)); 98.26 (C); 114.30 (2CH (a)); 117.19
(C); 129.90 (2CH (I)); 133.08 (2CH (b/k)); 133.87 (C); 137.51 (2CH (b/K)); 142.64 (CH (c));
142.89 (C); 155.76 (C); 167.03 (CO).

ESI-MS (MeOH): m/z (calculado) 581.4 [M]" (581,2).

CHN experimental (calculado): CygHz4I:N4O, C 47,64 (49,17); H 5,27 (4,84); N 8,43 (7,91).

5.2.16 Sintese de lodeto de 3,6-bis(dimetilamino)-10-(8-(4-iodobenzamida)octil)
acridinio (6C)

A 6 mL de DMF, adicionou-se 290,0 mg de composto 4C (0,56 mmol) e 20 uL de DIPEA (1,1
mmol). A mistura ficou em agitacdo em banho de gelo durante 30 min. Retirou-se o banho de
gelo e adicionou-se 330 mg do composto 5 (0,83 mmol). A mistura permaneceu em agitagdo a
temperatura ambiente uma noite.

Apobs evaporar a DMF, purificou-se o produto por coluna de éxido de aluminio (eluente
MeOH:CH,Cl,, 1:9) tendo-se obtido 70,0 mg de composto 6C, sob a forma de um solido
vermelho (0,11 mmol; 1 =20%).

R¢ (MeOH:CH,ClI,, 1:9) = 0,40.

'H RMN [CDCls, & (ppm)]: 1.34-1.43 (m, 6H, 3CH, (i, j, k)); 1.61 (m, 4H, 2CH, (h, I)); 1.85
(m, 2H, CH, (g)); 3.23 (s, 12H, 4CHj; (e)); 3.38 (m, 2H, CH, (m)); 4.57 (m, 2H, CH; (f)); 6.40
(s, 2H, 2CH (d)); 6.97 (d, 2H, 2CH (a)); 7.58 (d, 2H, 2CH (n)); 7.73-7.78 (m, 4H, 4CH (b, 0));
8.53 (s, 1H, CH (c)).

3C RMN [CDCls, & (ppm)]: 25.99 (CH, (g)); 26.48 (CH, (j)); 26.69 (CH2 (h/1)); 28.70 (2CH,
(i/k)); 29.03 (CH; (h/1)); 40.05 (CH; (m)); 41.10 (4CHjs (e)); 48.25 (CH; (f)); 93.10 (2CH (d));
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93.96 (C); 114.36 (2CH (a)): 117.31 (C); 129.82 (2CH (b/0)): 133.01 (C); 133.28 (2CH (b/o)):
134.40 (C); 137.35 (2CH (n)): 142.94 (CH (c)); 155.84 (C); 166.74 (CO).

ESI-MS (MeOH): m/z (calculado) 623,6 [M]" (623,2).

CHN experimental (calculado): Ca,Haol,N4O, C 54,85 (51,21); H 7,29 (5,37); N 8,23 (7,47).

5.2.17 Sintese de lodeto de  3,6-bis(dimetilamino)-10-(3-(4(tributilestanil)
benzamida)propil)acridinio (7A)

Sn(Bu)s
A 3 mL de DMF seca, adicionou-se a 64,0 mg de composto 6A (0,12 mmol), 82,0 uL de
(Sn(Bu)3),2 (0,29 mmol) e 8,56 mg de catalisador de PdCls(PPhg), (12,32 pmol). A mistura
refluxou sob atmosfera de azoto uma noite. Ap6s evaporar a DMF, purificou-se o produto por
coluna de 6xido de aluminio (eluente MeOH:CH,Cl,, 1:9), tendo-se obtido 24,0 mg de
composto 7A, sob a forma de um sélido vermelho (0,046 mmol; n = 38%).
Rt (MeOH:CH,Cl,, 1:9) = 0,45.
'H RMN [CDCls, § (ppm)]: 2.28 (m, 2H, CH, (g)); 3.12 (s, 12H, 4CHjs (e)) 3.90 (t, 2H, CH,
(h)); 4.68 (t, 2H, CH, (f)); 6.42 (s, 2H, 2CH (d)); 6.81 (d, 2H, 2CH (a)); 7.63 (d, 2H, 2CH (j));
7.73 (d, 2H, 2CH (b)); 8.26 (d, 2H, 2CH (i)); 8.54 (s, 1H, CH (c)); 8.81 (1H, NH).

2.18 Sintese de lodeto de  3,6-bis(dimetilamino)-10-(5-(4(tributilestanil)
benzamida)pentil)acridinio (7B)

Sn(Bu);
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A 4 mL de DMF seca, adicionou-se a 44,0 mg de composto 6B (0,078 mmol), 48,1 uL de
(Sn(Bu)3), (0,17 mmol) e 5,08 mg de catalisador de PdClz(PPhs), (7,23 pmol). A mistura
refluxou sob atmosfera de azoto uma noite. Ap6s evaporar a DMF, purificou-se o produto por
coluna de 6xido de aluminio (eluente MeOH:CH,Cl,, 1:9), tendo-se obtido 49,0 mg de
composto 7B, sob a forma de um s6lido vermelho (0,062 mmol; n = 79%).

R¢ (MeOH:CH,Cl,, 1:9) = 0,55.

'"H RMN [CDCls, & (ppm)]: 1.77 (m, 2H, CH, (i)); 1.97 (m, 4H, 2CH, (g, h)); 3.25 (s, 12H,
4CH; (e)); 3.58 (t, 2H, CH, (j)); 4.69 (t, 2H, CH, (f)); 6.59 (s, 2H, 2CH (d)); 6.99 (d, 2H, 2CH
()); 7.53 (d, 2H, 2CH (l)); 7.80 (d, 2H, 2CH (b)); 8.12 (d, 2H, 2CH (Kk)); 8.53 (s, 1H, CH (c));
8.63 (t, 1H, NH).

5.2.19 Sintese de lodeto de  3,6-bis(dimetilamino)-10-(8-(4(tributilestanil)

benzamida)octil)acridinio (7C)

Sn(Bu);
A 3 mL de DMF seca, adicionou-se a 50,0 mg de composto 6C (0,080 mmol), 53,7 pL de
(Sn(Bu)3), (0,19 mmol) e 5,63 mg de catalisador de PdCls(PPhs), (8,02 pumol). A mistura
refluxou sob atmosfera de azoto uma noite. Apos evaporar a DMF, purificou-se o produto por
coluna de 6xido de aluminio (eluente MeOH:CH,Cl,, 1:9), tendo-se obtido 39,0 mg de
composto 7C, sob a forma de um sélido vermelho (0,047 mmol; n = 59%).
R¢ (MeOH:CH,CI,, 1:9) = 0,60.
'"H RMN [CDCls, & (ppm)]: 1.61 (m, 8H, 4CH, (h, i, j, K)); 1.89 (m, 4H, 2CH, (g, 1)); 3.25 (s,
12H, 4CH; (e)); 3.42 (m, 2H, CH, (m)); 4.57 (t, 2H, CH, (f)); 6.47 (s, 2H, 2CH (d)); 7.00 (d,
2H, 2CH (a)); 7.49 (d, 2H, 2CH (0)); 7.84 (m, 4H, 4CH (b, n)); 8.59 (s, 1H, CH (c)).
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5.3 Radioiodagao

5.3.1 Consideracdes Gerais

Todos os procedimentos que envolveram manipulacdo de substéncias radioativas foram
realizados num laboratério com as condicBes exigidas pelas normas de protecdo e seguranca
radiologica em vigor. Dentro do laboratorio foi sempre utilizado dosimetro individual de corpo
inteiro, que permitiu monitorizar a dose de radiagédo recebida pelo operador. Antes de sair do
laboratério é obrigatério monitorizar os pés e as mdos num detetor de radiacdo adequado para
esse fim.

As marcacdes de compostos com *#| foram feitas no interior de uma caixa de luvas com

125 »carrier-free"

depressdo e condicOes necessarias a manipulacdo deste radionuclideo. O Na
usado nas marcacdes foi adquirido a Perkin Elmer, UK, com atividade especifica de 17 Ci/mg.
A detecdo simultdnea da radiagdo y e UV (254 nm) permitiu assegurar a recolha do produto
radioiodado radioquimicamente puro e isento dos precursores. Os rendimentos radioquimicos
sdo definidos como a razdo entre a atividade do produto final e a atividade total usada na

preparagdo do composto radioativo.

5.3.2 Sintese dos Compostos *°1-6A, *1-6B e **°I-6C

l125

A uma solugdo dos percursores organometalicos 7A, 7B e 7C (100 pg) em MeOH (50 pL) foi
adicionada uma solucdo oxidante constituida por H,O, 3% (w/v, 50 pL) e HCI 1 N (50 pL) e
Na'®l (5 a 7 pL). Cada uma das misturas foi agitada com vortex e ficou a reagir durante 10
minutos a temperatura ambiente (pH~2). A reacdo foi depois interrompida por adigdo
sequencial de 100 pL de NaHSO; e 100 pL de NaHCO; (pH 6 a 7).

A mistura reacional foi extraida com AcOEt (5%200 pL), juntou-se as fracdes extraida de cada
composto e reduziu-se o volume total sob corrente de azoto. Cada um dos compostos **°I-6A,
%1-6B e '1-6C, foi purificado por HPLC com detecfo simultanea da radiacdo y e UV (254
nm), como descrito em 5.1.4. As fragBes correspondentes a cada um dos produtos radioiodados

foram analisadas por HPLC analitico para avaliar a sua pureza radioquimica.
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Para neutralizar o valor de pH de cada uma das fragdes recolhidas do HPLC, estas foram
diluidas em H,O (10 mL) e eluidas numa cartridge de Sep-Pak C18. Os compostos
radioiodados foram eluidos com EtOH (5x1 mL).

Todas as fragOes eluidas com EtOH foram caracterizadas por HPLC e comparado o tempo de
retencdo com os respetivos analogos iodados ndo radioativos 6A, 6B e 6C.

Composto “*I-6A
Atividade de marcagcéo = 35,67-37,37 MBq (964-1010 uCi) de Na'”I
Rendimento radioquimico = 23,3%

Tempo de Retencdo (minutos) = 7,81

Composto **°1-6B
Atividade de marcacéo = 33,23-33,52 MBq (898-906 uCi) de Na'®|

Rendimento radioquimico = 32,3%

Tempo de Retencéo (minutos) = 9,42

Composto **°1-6C
Atividade de marcacdo = 24,46-28,05 MBq (661-758 uCi) de Na'®|

Rendimento radioquimico = 30,2%

Tempo de Retencdo (minutos) = 16,44

5.3.3 Estudos de Estabilidade Radioquimica

Estabilidade da mistura reacional em Acetato de Etilo
Avaliou-se a estabilidade radioquimica da mistura reacional em AcOEt. As amostras foram
mantidas a 4 °C e aliquotas destas solu¢es foram retiradas aos 0, 2, 7, 12 e 20 dias ap6s

marcacdo e analisadas por HPLC.

Estabilidade dos compostos purificados em Etanol
Estudou-se a estabilidade radioquimica dos compostos finais em solucéo etanolica. As amostras
foram mantidas a 4 °C e aliquotas destas solu¢Ges foram retiradas aos 0, 2, 7, 12 e 20 dias ap0s

marcacdo e analisadas por HPLC.

Estabilidade dos compostos purificados em Tris-HCI 0,1 M (pH 7,4)
Foi também estudada a estabilidade radioquimica dos compostos purificados em tampéo Tris-

HCI 0,1M (pH 7,4), tampao utilizado nos ensaios com ADN. Uma amostra foi incubada a 4 °C e
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outra a 37 °C. Aliquotas dessas solucBes foram retiradas as 1, 2, 4 e 24 horas e analisadas por
HPLC.

Estabilidade dos compostos purificados em meio celular DMEM completo

A estabilidade radioquimica dos compostos purificados foi ainda avaliada no meio de cultura
celular DMEM, meio utilizado nos estudos com células. Uma amostra foi incubada a 4 °C e
outra a 37 °C. Aliquotas dessas solucGes foram retiradas as 0, 1, 4, 24 e 48 horas e analisadas
por HPLC.

5.4 Avaliacéo Bioldgica

5.4.1 Estudos de Interacéo dos Compostos Ndo Radioativos com o ADN

Os espectros de UV-Vis foram tracados num espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 35, a
temperatura ambiente. Os espectros de fluorescéncia foram medidos num espectrometro de
fluorescéncia Horiba Jobin Yvon, modelo FL 1065, a temperatura ambiente. Os espectros de
CD foram tragados num espectropolarimetro Jasco J-720 que possui um fotomultimetro UV-
Visivel EXEL-308 (200-700 nm), a temperatura ambiente.

As experiéncias de fluorescéncia foram feitas utilizando cuvetes de 1 cm de percurso Gtico. A
largura da banda foi de 5 nm na excitacdo e na emissdo. As titulagdes de fluorescéncia foram
feitas aumentando a quantidade da solucdo de CT-DNA (3,3 mM) adicionada a solucdo de
fluordforo. O espectro do solvente no qual se encontravam solubilizados 0os compostos (tampao
Tris) foi subtraido ao espectro das amostras. As concentracdes foram selecionadas de forma a
obter valores de absorvancia abaixo dos 0,2. Foram escolhidos comprimentos de onda de
excitacdo proximos dos pontos isobésticos para evitar alteragbes muito grandes nos valores de

absorvancia.

Tabela 5.1: Condic8es experimentais usadas nas titulagcdes de Fluorescéncia.

Composto 5A 5B 5C
Concentracao (uM) 7 4 3.3
Ré&cio de ADN 0-7 0-13 0-15
Aexc (NM) 510 510 505
Aem (NM) 529 532 523

As solugbes dos compostos em estudo, em Tris-HCI 0,1 M (pH 7,4), foi-se adicionando

guantidades variaveis de uma solucdo de CT-ADN até ndo se registar qualquer alteracdo nos
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espectros resultantes analisados por espectroscopia de UV-Vis e fluorescéncia. Para os estudos
de CD, foram adicionadas quantidades varidveis dos compostos em estudo (em solu¢do em Tris-
HCI 0,1 M (pH 7,4)) a uma solugdo de CT-ADN.

O CT-ADN (Sigma) encontrava-se na forma de sal de sodio e foi utilizado sem qualquer
purificacdo adicional. O sal de ADN foi dissolvido numa quantidade minima de solucéo tampéo
Tris-HCI 0,1 M (pH 7,4) para obter uma solugdo com 1 mg/mL. Ap0s agitacdo durante 24 a 48
h em banho de gelo, a concentracdo da solugcdo de CT-ADN, expressa por nucleétido, foi
determinada por espectrometria de UV- Vis (gx0nm = 6600 M™cm™). A pureza das solugdes de
ADN foi verificada por medicdo da absorvéancia a 260 e 280 nm, aplicando a razéo
ADS50nm/ AbS250nm.

Os estudos espectroscopicos de UV-Vis, fluorescéncia e CD foram realizados no Centro de
Quimica Estrutural do Instituto Superior Técnico com a colaboragdo da Professora Isabel

Correia.

5.4.2 Ensaios com os Compostos Radioativos

Previamente & utilizagdo de cada um dos compostos **°I-6A, **°1-6B e '*1-6C para os diferentes
estudos in vitro, as fracbes com elevada pureza quimica e radioquimica foram escolhidas, o
solvente foi evaporado sob corrente de azoto de baixo fluxo e o residuo foi reconstituido na

solugdo em que o estudo foi feito (Tampdo Tris ou meio de cultura celular).

5.4.2.1 Ensaios com o ADN plasmidico

A inducdo de quebras no ADN foi avaliada pela analise em eletroforese da conversdo do ADN
plasmidico da forma superenrolada para a forma circular ou forma linear.

Os compostos radioiodados '*1-6A, **°1-6B e '*1-6C foram incubados com ADN plasmidico (2
Hg, ADN plasmidico $X174 adquirido & Promega) em Tris-HCI 0,1 M (pH 7,4) durante 28 dias
a 4 °C. A cada periodo de sete dias, retirou-se uma aliquota de 8 puL para um microtubo onde se
adicionou SuL de tampao de amostra (Ficoll 400, 20%, EDTA, SDS, azul de bromofenol) e as
amostras foram aplicadas em gel de agarose a 0,8% (AppliChem) em tamp&o TAE 1x (Tris-
acetato-EDTA) contendo 15 pL de corante GelRed (10 mg/mL, AppliChem) para visualizacdo
do ADN. Controlos de plasmideo ndo incubado e linearizado (FL) foram incluidos no gel de
agarose.

Cada eletroforese decorreu durante cerca de 2 horas a 100 V. As bandas foram visualizadas sob
luz UV e as imagens capturadas digitalmente com Alphalmager EP (Alpha Innotech). A
quantificacdo foi realizada por densitometria usando o programa AlphaView Software (Alpha

Innotech). O valor obtido para a forma superenrolada foi corrigido com um factor de 1,47 para
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contabilizar a baixa capacidade corante do GelRed para este tipo de conformacdo do ADN.
Apos esta correcdo foi calculada a fragdo de cada forma (FSE, FC e FL).

A anélise dos dados foi realizada com o programa Origin®, versdo 7.5 SR6 da OriginLab
Corporation.

Estes estudos foram realizados em colaboracdo com a Doutora Filipa Mendes, investigadora do
grupo onde o trabalho apresentado nesta tese foi realizado.

5.4.2.2 Ensaios com células tumorais humanas (PC-3) e de origem murina (B16-F1)
Nestes estudos utilizaram-se as linhas celulares B16-F1 de melanoma de ratinho e PC-3 do
cancro humano da prostata. Os meios de cultura utilizados no cultivo destas células foram o
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, contendo Glutamax-I, Invitrogen ref. 61965) e o
RPMI (contendo L-glutamina, Invitrogen ref. 21875042), respetivamente para as células B16-
Fle PC-3. Ambos os meios foram suplementados com 10% de soro fetal bovino (Invitrogen,
ref. 10270) e 1% de solucdo de antibidticos (100 Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina, Gibco, ref. 15140). As células foram mantidas numa estufa a 37 °C, numa
atmosfera com 5% de CO,.

Sempre que as células em cultura atingiam 70 a 80% da confluéncia (preenchimento do fundo
do frasco), eram subcultivadas pelo método usual: aspiracdo do meio de cultura, lavagem das
células com PBS, adicdo de uma solugdo de tripsina — 0,5% EDTA (Invitrogen ref. 25300),
incubacédo a 37 °C durante o tempo necessario para as células se soltarem do fundo do frasco,
inativacdo da tripsina por adi¢cdo de meio de cultura (3-4 vezes o volume de solugdo de tripsina),
ressuspensao celular e distribuicdo/diluicdo das células para novo frasco de cultura. A cultura
prosseguiu com mudanca do meio de 2 em 2 dias.

Os estudos com células foram efetuados com a colaboracdo da Doutora Paula Raposinho,

investigadora do grupo onde o trabalho apresentado nesta tese foi realizado.

Ensaios y-H2AX

As células PC3 foram incubadas com o composto 1251_6B, durante 48 horas a 37 °C. Para este
efeito, efetuaram-se estudos com 2x10* e 1x10* células em 0,5 mL de volume de meio de
cultura e incubaram-se as células com 7-8 uCi e 1,5-1,75 uCi de composto *°1-6B.

Ap6s 48 horas de irradiagio com o composto *°1-6B, as DSB resultantes dessa exposi¢ao foram
avaliadas atraves da consequente resposta na fosforilagdo da histona H2AX (formacao de focos
de H2AX nos sitios de leséo). Os focos produzidos foram visualizados microscopicamente apds
a marcacdo com anticorpo especifico.

As células foram fixadas em 4% formaldeido (Thermo scientific, Rockford, USA) em PBS

durante 15 minutos, lavadas com PBS e permeabilizadas com Triton X-100 (0,5%), a
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temperatura ambiente, durante 5 minutos. Foram depois lavadas duas vezes com 1% BSA
(Bovine Serum Albumin) e bloqueadas com 4% de BSA durante 1 hora.

Para realizar o ensaio y-H2AX propriamente dito, as células foram incubadas com 2 pg/mL do
anticorpo primario y-H2AX (anticorpo de rato anti-y-H2AX Stressgen, bioreagents corp.,
Canada), durante 2 horas. Lavou-se duas vezes com 1% BSA e incubou-se com 1 pg/mL do
anticorpo secundéario "FITC-conjugated goat anti-mouse" (Santa Cruz Biotechnology, inc.,
USA), durante 1 hora. As células foram depois lavadas trés vezes com PBS.

A detecdo das DSB foi feita através da andlise das células com amplificacdo de 63 vezes num
microscopio de fluorescéncia (Leica DMLB, Germany), equipado com um filtro de excitacdo a
480/40 nm com arco curto HBO 103 W/2, lampada de mercurio e filtro barreira a 527/30 nm,
adaptado a uma camara digital (Applied imaging Corp., now Genetix), ligada a um computador.
As imagens das células foram selecionadas de forma aleatéria e a posterior analise dos focos de
v-H2AX foi feita utilizando o programa Cellprofiler (Carpenter et al., 2006). Os focos/nucleos
y-H2AX foram contabilizados e foi calculada a fluorescéncia dos focos y-H2AX em cada
imagem, de forma a distinguir células com varios focos e células com focos grandes.

Os ensaios y-H2AX foram efetuados com a colaboragdo da Doutora Ana Belchior,

investigadora do grupo de protecdo e seguranca radiolégica do C*TN.

Estudos de Viabilidade Celular/ Ensaios MTT

O ensaio MTT foi usado para determinar a viabilidade celular de células de melanoma B16-F1,
ap6s irradiacao, durante 48 horas a 37 °C, com 1-1,2 uCi de composto *°1-6B (0,2 mL).

Os ensaios MTT foram efetuados com a colaboragdo da Doutora Paula Raposinho,
investigadora do grupo onde o trabalho apresentado nesta tese foi realizado, de acordo com

procedimentos descritos na literatura[90].
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