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Resumo

Os Bifosfonatos (BPs) sdao uma familia de compostos amplamente utilizados no tratamento
de distlrbios do metabolismo 6sseo. Eles acumulam-se em areas de elevada actividade metabodlica,
tais como metastases osseas. BPs radiomarcados sdo usados para obtencao de imagens do osso ou
para tratamento paliativo da dor 6ssea.

Com o objectivo de obter novos radiofarmacos potencialmente (teis para Imagiologia Ossea,
nomeadamente para deteccdo de metastases Osseas, e de forma a avaliar a influéncia do peso
molecular e da carga global dos complexos nas suas propriedades osteotropicas, foram sintetizados
e caracterizados novos ligandos bifuncionais do tipo pirazolo-amina-pirazolo, pirazolo-diamina e
pirazolo-aminocarboxilato contendo um grupo bisfosfonato (Alendronato) (L', L*). Estes ligandos
foram utilizados para preparar complexos do tipo fac-[M(CO);(k>-L)]* (L = L'; M = Re (ReL1), *™Tc
(TcL1)) e fac-[M(CO);(k*-L)] (L= L*; M = Re (ReL3), *™Tc (TcL3)). Os complexos radioactivos TcL1 e
TcL3 foram obtidos com rendimentos e pureza radioquimica elevados (> 90%) e foram identificados
por comparacao dos seus cromatogramas de RP-HPLC com os dos complexos analogos de Re.

Foram realizados estudos bioldgicos in vitro e in vivo para o complexo radioactivo TcL3. Os
estudos in vitro de ligacdo a hidroxiapatite revelaram que o complexo possui potencial
osteotropico. Os estudos de biodistribuicado de TcL3 em ratinhos Balb-c confirmaram que este
complexo é estavel in vivo, nao sofrendo metabolizacdo ou oxidacdo e apresenta uma elevada
fixacao dssea (12,1% A.l./g 4h p.i.). O perfil bioldégico de TcL3 foi comparado com o perfil bioldgico

do radiofarmaco em utilizacdo clinica **™Tc-MDP, estudado nas mesmas condicdes experimentais.






Abstract

Bisphosphonates (BPs) are a family of compounds widely used in the treatment of disorders
of bone metabolism. They accumulate in areas of high metabolic activity, such as bone metastases.
Radiolabeled BPs are used to obtain images of the bone or for bone pain palliation.

Aiming to obtain new radiopharmaceuticals for bone imaging, potentially useful in particular
for the detection of bone metastasis, and in order to evaluate the effects of molecular weight and
net charge of the complexes on their bone-seeking properties, were synthesized and characterized
novel bifunctional ligands of the type pyrazolyl-amine-pyrazolyl, pyrazolyl-diamine and pyrazol-
aminocarboxylic bearing bisphosphonates (alendronate) (L', L*). These ligands were used to prepare
complexes of the type fac-[M(CO);(k*-L)]" (L = L'; M = Re (ReL1), *™Tc (TcL1)) and fac-[M(CO);(k>-
L)] (L = L*; M = Re (ReL3), ®™Tc (TcL3)). The radioactive complexes TcL1 and TcL3 were obtained
with high yield and radiochemical purity (> 90%) and identified by comparison of their RP-HPLC
chromatograms with those of the analogous Re complexes.

Biological studies have been performed in vitro and in vivo for TcL3. In vitro hydroxiapatite
binding studies revealed that the complexes presented bone seeking potential. Biodistribution
studies of TcL3 in Balb-c confirmed that is stable in vivo and does not undergo oxidation or
metabolization and has a high bone uptake (12.1% I.A./ g 4 h p.i). The biological profile of TcL3 was

compared with those of the radiopharmaceutical *™Tc-MDP in clinical use.
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1. Introducéao

Nas sociedades ocidentais tem-se observado um aumento significativo da longevidade das
populacoes o que conduz a uma maior incidéncia das doencas cardiovasculares e das doencas do
foro oncoldgico. No dominio da oncologia, o desenvolvimento de metastases dsseas tem merecido
especial atencdo visto que provocam complicacoes severas tais como, dor oOssea, fracturas
patologicas, hipercalcémia e compressao da medula espinal. As metastases d6sseas ocorrem em
quase todos os tumores primarios, sendo o tumor da prostata e o da mama os que mais metastizam
(65 a 75 %) "2, Tendo em consideracéo a elevada frequéncia com que ocorre a metastizacio e a
diminuicdo da qualidade de vida dai decorrente, as metastases osseas constituem um problema de

saude publica de grande relevancia.

1.1. Cancro e as suas Modalidades Terapéuticas

Um tumor (neoplasma) é o termo geral utilizado para designar um crescimento néo
controlado de células que se torna progressivamente pior com o tempo. Ao falarmos em tumor é
necessario ter em mente que podemos estar a referir-nos a um alteracao ao nivel celular, que pode
ser maligna ou benigna. A diferenca entre o tumor benigno e tumor maligno é a sua capacidade de
gerar metastases, ou seja, um tumor que nao metastiza ou invade os tecidos vizinhos designa-se por
tumor benigno, enquanto que aquele que tem a capacidade de metastizar ou invadir os tecidos
vizinhos define-se como tumor maligno.

As células neoplasicas comparativamente com as células normais apresentam algumas
alteracdes ao nivel: 1) da morfologia - a falta de diferenciacdao é caracterizada por algumas
alteracées morfoldgicas e funcionais, deste modo, os tumores benignos sdo geralmente bem
diferenciados enquanto que os tumores malignos podem ser mais ou menos diferenciados, mas
apresentam sempre perda de diferenciacao; normalmente o nicleo contém um excesso de DNA e é
desproporcionadamente grande em relacao a célula (razao nlcleo:citoplasma cerca de 1:1 em vez
de 1:4 ou 1:6, como nas células normais); existe um grande n° de células em mitose, em que
algumas mitoses sdo atipicas; por vezes apresentam alteraces a nivel cromossomal, quer a nivel
numérico quer a nivel estrutural; 2) do crescimento celular - o crescimento das células tumorais é
independente de factores de crescimento; 3) do metabolismo celular - as células cancerosas tém
uma alteracao irreversivel no mecanismo respiratério, que aumenta a producao de acido lactico,
mesmo na presenca de oxigénio; o consumo de glucose é maior (o lactato tende a ser convertido em
glucose no figado através da gluconeogénese); por cada molécula de glucose formada sao
consumidas 6 mol de ATP, obtendo-se apenas 2 mol de ATP na oxidacdo da glucose nas células
cancerosas e 4) das interacgées intercelulares - as células tumorais perdem a especificidade de
contacto com outras células e por conseguinte a inibicdo de contacto. A perda de especificidade do

contacto entre as células favorece a capacidade de invasdo e por sua vez a metastizacdo.™
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A dificuldade em controlar o cancro surge porque as células neoplasicas que se libertam da
massa tumoral onde a instabilidade genética teve origem - tumor primario- proliferam em estreita
associacdo com o tecido estranho para onde migraram, dando origem a metastases (tecido
neoplasico de menores dimensdes que prolifera de forma descontrolada). Este comportamento é
diferente do apresentado pelas células normais que, ao se libertarem ocasionalmente do seu tecido
originario, morrem em vez de proliferar. !

Hoje em dia, sao conhecidos diversos tratamentos para o combate ao cancro,
nomeadamente, a quimioterapia (farmacos administrados por via oral ou por via intravenosa), a
radioterapia (destruicdo das células cancerigenas por meio da radiacdo - utilizacao de feixes de
particulas ionizantes direccionadas aos tecidos tumorais), a cirurgia (remocao de parte ou todo o
orgao atingido) e finalmente a imunoterapia (o paciente é estimulado artificialmente a produzir
anticorpos e citocinas).

Enquanto que um tumor primario é algo que se detecta e se erradica de modo cada vez mais
eficaz, as metastases sdo massas tumorais com dimensdes da ordem dos milimetros e que se
encontram dispersas ao longo do organismo, dificultando significativamente a sua deteccao e
aniquilacao, e sendo por isso responsaveis pela morte de aproximadamente 60% dos pacientes a
quem é detectado cancro. Assim, actualmente o desenvolvimento de novas modalidades
terapéuticas antitumorais passa pela tentativa de erradicacdo de metastases. A terapia das
metastases exige que o agente terapéutico se fixe no tecido metastizado, ao nivel celular, de modo
a conduzir a sua morte. Assim, é necessario recorrer a modalidades terapéuticas com caracter
sistémico, nomeadamente, a quimioterapia, a imunoterapia, a hormonoterapia ou a terapia
dirigida com radiofarmacos.””! Em todas estas modalidades terapéuticas sdo utilizadas moléculas
que, embora sejam de natureza diferente, se distribuem de forma sistémica pelo organismo
podendo chegar de forma eficaz aos tecidos a eliminar. O caracter sistémico dos radiofarmacos para
terapia torna a sua utilizacao fundamentalmente diferente das outras metodologias que também
recorrem ao efeito das radiacdes ionizantes para eliminar tecido tumoral, como é o caso da

radioterapia externa ou da braquiterapia, como evidenciado na figura 1.1.

&CE«’ e

Radioterapia Externa

Terapia com Radiofarmacos

Figura 1.1 - Ilustracdo das metodologias terapéuticas que recorrem ao efeito das radiagdes ionizantes para aniquilar um
tecido tumoral.



Os agentes quimioterapéuticos interferem em geral com os processos de divisao celular,
mediante interaccdo com o DNA. O facto de as células tumorais sintetizarem o DNA com mais
frequéncia do que as células normais torna as células tumorais mais susceptiveis de sofrerem a
accao citotoxica destas moléculas. O desenvolvimento de resisténcia (intrinseca ou adquirida apos
tratamento prolongado) e a falta de toxicidade selectiva, que conduz ao aparecimento de
pronunciados efeitos secundarios, tém limitado a utilizacdo destes agentes terapéuticos.

A terapia com radiofarmacos surge como uma alternativa terapéutica atractiva, em particular
no caso dos tumores quimioresistentes na medida em que os diferentes radiofarmacos actualmente
aprovados para uso clinico em terapia antitumoral, incorporam radionuclideos emissores B’, que
devido ao efeito radiotoxico da radiacdo B° que é emitida nao se encontram sujeitos aos mecanismos
de resisténcia responsaveis pela perda da eficacia dos agentes quimioterapéuticos. No entanto, a
utilizacdo de emissores B~ também conduz a irradiacdo das células saudaveis adjacentes as massas

tumorais que captam os radiofarmacos, provocando efeitos secundarios indesejaveis.['”

1.1.1. A Quimioterapia

O termo quimioterapia refere-se ao tratamento de doencas por substancias quimicas que
afectam o funcionamento celular."

Os agentes quimioterapéuticos sdao moléculas organicas, inorganicas ou organometalicas que
exercem um pronunciado efeito citotoxico sobre as células do tecido tumoral. De modo a aumentar
a sua eficacia na destruicdo desse mesmo tecido, a quimioterapia pode ser combinada com a
cirurgia e com a radioterapia externa.

A generalidade dos agentes quimioterapéuticos aprovados para uso clinico apresenta falta
de toxicidade selectiva para as células tumorais. Assim, existem algumas dificuldades inerentes ao
uso de agentes quimioterapéuticos, nomeadamente, a dificuldade de acesso ao tumor por via
sistémica (massas tumorais pouco irrigadas). A dificuldade de acesso ao tumor, associada a falta de
especificidade, condicionam assim a dose de agente quimioterapéutico que se pode administrar ao
paciente, ficando o respectivo efeito farmacolédgico limitado. Outro dos problemas prende-se com o
facto das células cancerigenas poderem ser intrinsecamente resistentes ou tornarem-se resistentes
depois de um tratamento repetido com um determinado agente quimioterapéutico.!®!

De modo a ultrapassar estas desvantagens tém sido feitos esforcos no sentido de ligar ao
agente quimioterapéutico convencional um vector biolégico com afinidade para dados receptores
sobrexpressos nas células neoplasicas, de modo a promover uma acumulacao selectiva do farmaco

no tecido tumoral.®

poJju|

oedn



1.2. Medicina Nuclear - Considera¢des Gerais

A Medicina Nuclear é uma especialidade médica que utiliza radiofarmacos em aplicacdes de
diagnostico ou de terapia. A Medicina Nuclear é actualmente uma das especialidades com grande
relevo no ambito da imagiologia médica, a par de técnicas como a Tomografia Axial Computorizada
(TAC), a Ressonancia Magnética (RM) ou a Ultra-sonografia (US).

Em Medicina Nuclear, a obtencdo de imagens é conseguida através da administracdo de
moléculas, designadas por radiofarmacos, que contém na sua composicdo um radionuclideo. A
grande vantagem das técnicas de Medicina Nuclear é a sua elevada sensibilidade, que permite usar
concentracdes muito baixas de radiotracadores (10® a 10® M) ndo provocando efeitos
farmacologicos ou a alteracao dos processos fisiologicos a avaliar. Este caracter ndo invasivo e a
possibilidade de visualizar in vivo processos fisioldgicos associados a diferentes patologias explicam
a importancia crescente da Medicina Nuclear.!”!

Do ponto de vista do paciente, os procedimentos envolvidos na aquisicao de imagens em
Medicina Nuclear sao simples, sendo a dose de radiacao a que o paciente fica submetido inferior a
recebida durante a realizacdo de uma radiografia ou de uma TAC . Como se pode observar pela
figura 1.2, a fonte radioactiva encontra-se no interior do paciente, ao contrario da radiografia
convencional em que se utilizam raios-x provenientes de uma fonte externa ou ainda da

radioterapia em que se utiliza radiacdo gama externa.®?!

radiagao externa o0

)! 7

@

radiofarmaco

Figura 1.2 - Esquema da utilizacdo de uma fonte externa de radiacdo em radioterapia (esquerda) e de um radiofarmaco
(direita) em Medicina Nuclear.

Os compostos com aplicacdo radiofarmacéutica, devem ser adequados para a administracao
em pacientes, estaveis in vivo e, idealmente, selectivos para o 6rgao alvo. Estes compostos sao
geralmente preparados sob a forma de uma solucéo injectavel e a sua estabilidade é avaliada face a
ocorréncia ou nao de processos de hidrélise, oxidacao, reducao, transquelatacao e/ou
transmetalacao. A selectividade e a farmacocinética dos compostos sao avaliadas através de estudos
de biodistribuicao in vivo, sendo que a farmacocinética depende de factores como, a
solubilidade/lipofilia, carga ou peso molecular.['*"

A seleccdo do radionuclideo, em funcdo das suas caracteristicas nucleares, ¢ fundamental

pois determina a aplicabilidade do radiofarmaco em diagnéstico ou terapia.



1.2.1. Radionuclideos

Entende-se por nuclideo uma espécie nuclear que € caracterizada pelo seu nimero atomico,
Z, e pelo seu nimero de massa, A, ou seja, pelo nimero de protdes e de neutrdes existentes no

nicleo. A convencéo para expressar a composicdo nuclear de um elemento X é a seguinte:!"’!

4
2 Xy
X= Simbolo quimico Z = Numero atémico
A = Numero de massa N = NUmero de neutrdes = A-Z

Quando um dado nuclideo é instavel, este transforma-se espontaneamente noutro que é
mais estavel, com emissao de particulas carregadas e/ou de radiacao electromagnética (raios-y ou
raios-X), sendo entao designado por radionuclideo.

Existem diferentes processos associados ao decaimento de um radionuclideo para um estado
mais estavel, sao estes: a fissao espontanea, a emissao de particulas alfa (a), positroes (B*) ou beta
menos (°), a captura electroénica (CE) e a transicdo isomérica (Tl).

A radiacao emitida nos diferentres processos de decaimento referidos, quando interage com
a matéria, pode provocar ionizacao dos atomos, no entanto, a capacidade de ionizacado e o poder de
penetracao da radiacdo na matéria dependem da massa, da carga e da energia das particulas e/ou

radiacao electromagnética. Na figura 1.3 € ilustrado o poder de penetracao de diferentes tipos de

radiacdo em diversos materiais e tecidos bioldgicos.!">"

Fonte
- Particulas a
——
Particulas p
. ___________ g
Raios 7
Papel Aluminio Chumbo Tecido
Organico

Figura 1.3 - Relacdo entre a natureza da radiacao e o seu poder de penetracéo.®

A unidade de actividade no Sistema Internacional (SI) é o Becquerel (Bq), definido como
uma desintegracao por segundo (dps). No entanto, a radioactividade é também frequentemente

expressa na unidade Curie (Ci), que é igual a 3,7 x 10'° desintegracées por segundo.
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1.2.2. Radiofarmacos

Os radiofarmacos sao formulacdes farmacéuticas, sem accao farmacologica, que tém na sua
composicao um isotopo radioactivo (radionuclideo) de um elemento metalico ou nao metalico. Estes
compostos sdo utilizados no diagnostico ou terapia de doencas, dependendo da natureza e energia
da radiacao emitida. Sao administrados normalmente por via intravenosa ao paciente e distribuem-
se pelo organismo fixando-se num tecido ou 6rgao alvo. Actualmente, sao utilizados essencialmente
na vertente de diagnostico para avaliacdo de alteracdes fisiologicas e/ou alteracdes anatomicas
associadas ao desenvolvimento de diferentes patologias.!"™

Relativamente a biodistribuicdo, os radiofarmacos podem ser genericamente subdivididos
em duas categorias, designadamente, radiofarmacos de 1° geracdo ou agentes de perfusao e
radiofarmacos de 2? geracdo ou especificos. Nos radiofarmacos de 12 geracao assume-se que a
farmacocinética e a selectividade sao exclusivamente influenciadas pelas propriedades fisico-
qguimicas dos complexos formados, nomeadamente, pelo seu peso molecular, carga e lipofilia. A
maioria dos radiofarmacos em utilizacao clinica sao de perfusao.

Os radiofarmacos de 22 geracdo, ou especificos, contém uma biomolécula (BM) (anticorpo
monoclonal, péptido regulador, agonista ou antagonista de receptores especificos, etc) com
afinidade para alvos moleculares associados a determinados estados patoldgicos. Desta forma, a
distribuicdo e fixacdo do radiofarmaco nos tecidos e o6rgaos alvos sao determinadas ndao sé6 pelas
suas propriedades fisico-quimicas, mas também pela capacidade que a biomolécula tem em
reconhecer os seus alvos especificos in vivo. ['"]

Quando o radionuclideo é um metal, a concepcdo de radiofarmacos especificos envolve
usualmente um agente quelante bifuncional com capacidade para estabilizar o centro metalico e,
simultaneamente, adequado para a ligacdo a uma dada biomolécula. Estes radiofarmacos devem
apresentar uma elevada actividade especifica - actividade por unidade de massa do agente quelante
bifuncional contendo a biomolécula, pois um excesso do agente quelante bifuncional, que esta

ligado a biomolécula, pode saturar os receptores aos quais se deveria ligar o radiofarmaco.

~c agente quelante bifuncional
Ligando <

Radionuclideo « @ * & radionuclideo metalico

B biomolécula

Figura 1.4 - Esquema de um radiofarmaco de perfuséo (A) e de um radiofarmaco especifico (B) em que o radionuclideo é um
metal.



1.2.3. Diagnéstico versus Terapia

A escolha de um determinado radionuclideo para utilizacao em diagnédstico ou terapia deve
assentar em parametros, como: tipo e energia da radiacao e/ou particulas emitidas; periodo de
semi-desintegracao (t,;); actividade especifica; facilidade de obtencao pelo utilizador; facilidade
de producao, com o minimo custo possivel e eficiéncia de deteccao da radiacdao emitida.

Os radiofarmacos para terapia incorporam radionuclideos que libertam doses citotoxicas de
radiacao ionizante, isto é, um radionuclideo emissor de radiacdes com um elevado valor de LET
(Transferéncia Linear de Energia), grandeza que mede a energia depositada pela radiacdo por
unidade de matéria atravessada e que é expressa usualmente em keV/pm de modo a destruir
células ou tecidos que deverdo captar os radiofarmacos de forma selectiva. Os radionuclideos com
interesse em terapia podem ser emissores de particulas B, a ou electrdes Auger.®

A seleccao de um radionuclideo para terapia é também fortemente condicionada pelo
alcance das particulas, pois esse alcance deve ser ajustado as dimensdes do tumor ou tecido que se
pretende irradiar e, consequentemente, erradicar. As particulas B~ tém um alcance de milimetros
sendo ideais para tumores maiores, enquanto as particulas a sao mais eficazes na eliminacdo de
tumores pequenos e metastases devido ao seu alcance inferior (50-100 um).

Na tabela 1.1 apresentam-se exemplos de emissores [~ para os quais ja existem

radiofarmacos aprovados para terapia ou com interesse potencial para esse fim (ex. '*Re).

Tabela 1.1 - Caracteristicas fisicas de alguns radionuclideos com interesse em terapia. !

Radionuclideo ti2 Emax [MeV] Alcance em tecidos
Emissores [3°
Ag-111 7,5d 1,05 4,8 mm
Cu-67 2,6d 0,57 4,8 mm
1-131 8,0d 0,81 2,0 mm
Lu-177 6,7d 0,50 1,5 mm
P-32 14,3 d 1,71 8,7 mm
Re-186 3,8d 1,07 5,0 mm
Re-188 17,0 h 2,11 11,0 mm
Y-90 2,7d 2,27 12,0 mm

Os radiofarmacos para terapia devem ser eliminados rapidamente dos tecidos normais e do
organismo, para que o paciente seja exposto a menor dose possivel, minimizando os efeitos
secundarios indesejaveis.

0 [*"1]Nal foi o primeiro radiofarmaco a ser aprovado para uso clinico, tendo despertado o
interesse pela medicina nuclear, devido a sua franca capacidade para levar a remissao dos tumores
da tiréide por via da acumulacdo preferencial do iodo neste o6rgdo. Actualmente, todos os
radiofarmacos aprovados para uso terapéutico contém radionuclideos emissores de particulas 7,

sendo apresentados alguns exemplos ha tabela 1.2.
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Tabela 1.2 - Radiofarmacos aprovados para uso clinico em terapia.!

Radiofarmaco Indicacdo Terapéutica

Paliativo da dor em metastases Osseas

32p]-fosfato de sodi
["P]-fosfato de sodio Mieloproliferacao desregulada

[8°Sr]-cloreto de estroncio (Metastron) Paliativo da dor em metastases Osseas
['%3Sm]-lexidronam (Quadramet) Paliativo da dor em metéastases dsseas
[*"I]-iodeto de sédio (lodotope) Cancro da tiroide; Hipertiroidismo

[*"1]-metaiodobenzilguanidina (MIBG) Tumores neuroendocrinos

[*"1]-tositumomab (Bexxar)

111 190 . . . Tratamento dos linfomas non-Hodgkin’s
In/”"Y-lbritumomabtiuxetan (Zevalin)

Na tentativa de desenvolver radiofarmacos mais eficientes e mais selectivos, de modo a
expandir as possibilidades terapéuticas da medicina nuclear, foram realizados inUmeros estudos
com anticorpos marcados com emissores . O anticorpo marcado deve reconhecer selectivamente
um dado antigénio expresso pelas células tumorais a aniquilar, conduzindo a uma acumulacao
preferencial do radionuclideo nessas células. Esta modalidade terapéutica € designada por
radioimunoterapia (RIT), esperando-se que a accao conjugada da radiotoxicidade do radionuclideo e

dos efeitos citotoxicos inerentes a presenca do anticorpo, aumente a eficacia terapéutica.

Os radiofarmacos para diagnéstico sao uma ferramenta que permite, de um modo nao
invasivo, diagnosticar patologias, averiguar a gravidade das mesmas e acompanhar processos
terapéuticos, através da aquisicdo de imagens. Estes por sua vez, devem incluir na sua composicao
um radionuclideo emissor y ou emissor de positrées (particulas ') com um tempo de semi-
desintegracao comparavel a duracdo do exame em causa. Assim, é possivel diminuir a dose
administrada sem prejuizo da estatistica de contagem, principalmente no caso de radiofarmacos
com elevada taxa de retencao bioldgica.

Relativamente aos métodos de aquisicdo de imagem em Medicina Nuclear utilizam-se duas
técnicas, a Tomografia de Emissdo de Fotdo Unico (SPECT, Single Photon Emission Computed

Tomography) e a Tomografia por Emissao de Positroes (PET, Positron Emission Tomography).

1.2.3.1. Técnicas de Aquisicdo de Imagem em Medicina Nuclear

A técnica SPECT é uma técnica de imagiologia médica que permite a deteccdo de fotdes vy,
com energia idealmente compreendida entre 100 e 150 KeV. A imagem tomografica da distribuicao
da radiacao é obtida a medida que uma camara gama, constituida por um cristal Unico de Nal(Tl),
vai rodando em torno do paciente, permitindo assim obter imagens nos diversos planos anatémicos
(figura 1.5). Assim, no SPECT, obtém-se uma sucessao de cintigrafias segundo varias projeccées que,
apos adequada reconstrucao de imagem, fornecem a distribuicdo tridimensional do radiofarmaco

numa dada regido de interesse. "%
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Figura 1.5 - Camara gama com detector rotativo utilizada na técnica SPECT (A) e representacdo esquematica dos seus
principais componentes (B).
Devido as suas caracteristicas fisicas muito favoraveis o *™Tc é o radionuclideo mais
utilizado em SPECT. Actualmente, cerca de 90% dos exames sao realizados com este radioisotopo

que teve um papel determinante na implementacao da Medicina Nuclear.

Na técnica PET, as imagens sao obtidas por administracdo de radiofarmacos que tém na sua
composicao radionuclideos emissores B* que, ao colidirem com os electroes da matéria, sao
rapidamente aniquilados, originando dois fotdes y antiparalelos com energia de 511 KeV. Estes
fotdes sdo detectados simultaneamente (acontecimento de coincidéncia) pelo detector da camara
PET o que, apos tratamento adequado, permite obter imagens tridimensionais. Devido a deteccao
simultanea dos dois fotdes antiparalelos, por intermédio de detectores multiplos dispostos de um
modo circular, a resolucdo espacial e a sensibilidade da técnica PET (4 - 8 mm) sao superiores as da
técnica SPECT (7 - 10 mm). 1"

Ao contrario do SPECT, no PET nao é necessario recorrer a colimadores, uma vez que os
detectores circulares, por coincidéncia dos fotdes antiparalelos, conseguem identificar o local onde
ocorreu a aniquilacao (figura 1.6).

(A) (B)

Proceszamento
de datcs

N N Reconstrugio
Reacgdo de anquilagic da imagam

Figura 1.6 - Vista geral de uma cadmara PET (A); (B) Representacao esquematica da obtencdo de imagem em PET.
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Alguns dos emissores de positrao (''C, "0, *N) que se utilizam actualmente em PET
apresentam a vantagem de poderem substituir os respectivos elementos naturais nas moléculas
biologicamente activas sem lhes alterar a sua actividade bioldgica.

No caso do '®F, o isdtopo mais utilizado em PET, a sintese dos respectivos radiofarmacos
envolve usualmente a substituicdo de atomos de hidrogénio por flior o que, em geral, também nao
altera significativamente o seu perfil bioldgico. A ['®F]-2-fluoro-2-deoxi-D-glicose, ['®F]-FDG, (figura
1.7) é o radiofarmaco mais utilizado em PET. Tal como a glucose, a '®F-FDG é fosforilada pela
hexocinase a 2-FDG-6-fosfato que nao sofre metabolizacdo, ficando assim retida na célula e
originando a imagem dos tecidos que a retém.!"®

A ['®F]-FDG tem sido (til para estudo do metabolismo do cérebro e do coracdo, deteccio de

epilepsia e diagndstico de inUmeros tumores, entre outras aplicacoes.

HOH

0
HO

Ho. /r\/OH
H h

H

Figura 1.7 - Estrutura molecular da ["*F]FDG.

Uma das desvantagens associadas a técnica PET é a necessidade de uma tecnologia onerosa
e métodos de sintese automatizados e sofisticados, uma vez que os respectivos radionuclideos sao
produzidos em ciclotrao e tém um periodo de semi-desintegracao curto (2 - 110 min), o que obriga a
que sejam produzidos o mais préximo possivel do local onde o exame vai ser realizado.!"?

Actualmente, ha um interesse crescente por emissores de positrao de elementos metalicos
como o Co, *Cu, *®Ga e ®Rb, uma vez que apresentam caracteristicas nucleares adequadas para
utilizacdo em PET. "1 Por outro lado, o desenvolvimento de geradores para a producdo de
radionuclideos emissores B*, como o de ®Ge/®®Ga, poderd contribuir para uma maior

implementacao da utilizacdo da técnica PET nos centros de medicina nuclear.
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1.3. Quimica e Radioquimica do Tecnécio e do Rénio relevantes para o

Desenvolvimento de Radiofarmacos

1.3.1. Tecnécio

1.3.1.1. Aspectos Basicos

0 tecnécio é um elemento quimico de simbolo Tc e de niUmero atémico 43 e foi o primeiro a
ser produzido artificialmente, conhecendo-se actualmente 27 isdtopos (*'Tc - "'°Tc], sete dos quais
metastaveis. O *™Tc é o isdtopo mais relevante devido a sua importincia em imagiologia médica.
Este isd6topo metaestavel apresenta um periodo de semi-desintegracdo de, aproximadamente, seis
horas e emite radiacdo gama monocromatica com a energia de 141 keV. Estas caracteristicas sao
consideradas ideais para a aquisicdo de imagens em Medicina Nuclear. ['1 Para além disso, o *™Tc
pode ser obtido in situ pelos utilizadores, a partir do gerador *’Mo/**"Tc (figura 1.8) desenvolvido
em Brookhaven no inicio da década de 1960, o que explica a sua grande utilizacdo e o impacto que

teve na expansao da Medicina Nuclear.

L Proteccdo
"MoO* ™ de Chumbo

Aluming

Figura 1.8 - Gerador isotépico de *Mo/*™Tc

A primeira aplicacdo do Tecnécio-99m (*™Tc) como radiofarmaco foi feita sob a forma de
aniao pertecnetato ([Tc0,]’) para obtencao de imagens da tirdide, sendo que a fixacdo do [TcO,] foi
explicada pela analogia deste com o iao I'.

Em meio aquoso, o TcO, é muito estavel e nao reage directamente com nenhum ligando.
Consequentemente, a sintese dos radiofarmacos obriga a reducdo do *"Tc(VIl) a estados de
oxidacdo inferiores. A investigacdo em radiofarmacos tem sido realizada essencialmente com o Tc
em estados de oxidacdo I, IlI, IV e V.[']

A obtencao dos diferentes estados de oxidacdo € conseguida através da utilizacdo de
diferentes agentes redutores e diferentes condicoes reaccionais (pH, temperatura, concentracao),

sendo ainda condicionada pela natureza dos ligandos estabilizadores.
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1.3.1.2. Preparacdo de Radiofarmacos de **™Tc

Hoje em dia a maior parte dos radiofarmacos de *™Tc sao obtidos a partir de kits, que
correspondem a um conjunto de reagentes de qualidade farmacéutica garantida e permitem
preparar um determinado radiofarmaco por reconstituicdo com uma solucdo de [**"TcO,] em NaCl

0,9% (figura 1.9), nas condicoes de esterilidade requeridas para administracao em humanos.

Gerador "Mo/™"Tc Injeccéo

*TcO Radiofarmaco de

"
: 4
T i
. ‘I

\ l ‘ Ligando ;
\ Agente Redutor y
— Aditivos ¢

Figura 1.9 - Reconstituicdo de um dado kit e obtencao de um dado radiofarmaco para uso clinico

As principais substancias presentes no kit sao o ligando e um agente redutor, normalmente o
cloreto de estanho, podendo ainda estar presentes aditivos que permitem melhorar a eficiéncia de
marcacao e/ou a estabilidade da preparacao como sejam antioxidantes, tampodes, agentes
solubilizantes ou excipientes.

A natureza diluida do [**TcO,] faz com que nado seja possivel caracterizar os complexos
pelas técnicas usuais, como difraccdo de raios-X, RMN ou IV. A Unica forma de monitorizar a
formacao dos complexos é recorrendo a técnica de HPLC ou de outros métodos cromatograficos (ex:
electroforese ou cromatografia em camada fina), através da separacao das diferentes espécies e da
sua quantificacao por deteccao da radiacao y emitida. O HPLC, surge como a técnica mais adequada
para a caracterizacao de novos complexos, no entanto, apresenta algumas limitacoes
essencialmente devido a sua incapacidade de detectar directamente a presenca de tecnécio
hidrolisado (TcO,) ou de outras espécies coloidais. A deteccao deste tipo de espécies exige a
combinacado com as técnicas de TLC ou ITLC.

E importante referir que o HPLC pode permitir a identificacdo estrutural dos complexos de
9"Tc, mediante comparacdo com complexos analogos de **Tc ou de Rénio (figura 1.10), sintetizados
ao nivel macroscopico e caracterizados pelos métodos analiticos usuais, admitindo-se que os
complexos de *"Tc, PTc ou de Re tém a mesma estrutura quimica se apresentarem idéntico
comportamento cromatografico quando analisados por HPLC. Os complexos de **Tc sao detectados
através da emissao de radiacdo y enquanto a deteccao dos complexos de **Tc ou de Re é efectuada

por ultravioleta-visivel (UV/Vis).
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1.3.1.3. Radiofarmacos de *°™Tc

Figura 1.10 - Exemplo da comparacdo do comportamento cromatografico em HPLC de complexos analogos de *™Tc e de Re.

A imagiologia com **™Tc iniciou-se com o uso de *™TcO, para visualizacdo da tirdide. Desde

figado), bem como diagnosticar varias patologias.

entdo, existe uma grande variedade de radiofarmacos de *™Tc, aprovados para uso clinico, que

permitem avaliar alteracdes do estado funcional de diferentes orgaos (ex. coracao, cérebro, rins ou

Inicialmente, o desenvolvimento dos radiofarmacos de *™Tc foi efectuado sem apoio da

fundamental no desenvolvimento de radiofarmacos de *™Tc.

quimica de coordenacao do tecnécio, no entanto a partir da década de 80 do século XX tornou-se

Na figura 1.11 estdo representados alguns exemplos de radiofarmacos de *Tc de 12 geracdo

aprovados para utilizacao clinica.

A) ™ Tc-MDP (TechneScan MDP ©)

~ OH

o]
\\fd“&“O\\‘4L/0'
\ P
o | R
o || o
o p
I
C) ®™Tc-L,L-ECD (Neurolite®)
H4CH,CO0C, Jooo COOCH,CH;
N%
C,
¢ s

o]

B) *™Tc-MAG; (TechneScan MAG;®)

~ '

N N N :
N '
§§[::: //Ic\\ ‘lb

S L o

COOH

D) *Tc-Tetrafosmina (Myoview®)

—

R\P/Ro R\P/R
[ N%
AN

R= CH,CH,0CH,CH,

Figura 1.11 - Exemplos de radiofarmacos de *™Tc em uso clinico.
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Os radiofarmacos ™ Tc-MDP (MDP = metilenodifosfonato) ilustrado na figura 1.11 A (R indica
a formacdo de misturas poliméricas), e o *™Tc-HMDP (HMDP = hidroximetilenodifosfonato) sio
utilizados como agentes de imagem o6ssea e fixam-se preferencialmente em locais de crescimento
activo do osso (e.g. metastases e fracturas). O **"Tc-MAG; (Technescan MAG;®; figura 1.11, B) é um
dos radiofarmacos de **"Tc mais utilizado para estudos de avaliacdo da funcdo renal. O *™Tc-L,L-
ECD (Neurolite®; figura 1.11, C) é utilizado para quantificar o fluxo sanguineo cerebral, pois
atravessa facilmente a BHE devido a sua natureza neutra e lipofilica. A *™Tc-tetrafosmina
(Myoview®; figura 1.11, D) é um radiofarmaco utilizado para estudos de perfusdo do miocardio. A
fixacao selectiva no miocardio esta relacionada com a natureza lipofilica e cationica dos complexos
formados.!"”!

Devido ao grande desenvolvimento da biologia molecular na Gltima década e da
consequente identificacao e compreensao dos mecanismos moleculares que estao na base de muitas
doencas, os radiofarmacos mais recentemente introduzidos no mercado e aqueles que estao em fase
de avaliacdo pré-clinica e clinica, sdo radiofarmacos especificos. A investigacdo em quimica
radiofarmacéutica tem sido direccionada no sentido do desenvolvimento de sondas radioactivas
especificas, contendo biomoléculas (anticorpos monoclonais, péptidos reguladores, agonistas ou
antagonistas de receptores especificos, etc), capazes de reconhecer in vivo alvos moleculares
(receptores celulares, proteinas, enzimas, hormonas, etc) sobre ou sub-expressos em diferentes
estados patologicos. A elevada afinidade e especificidade conseguida para estes alvos moleculares
in vivo podera levar a um aumento da sensibilidade das técnicas de imagiologia nuclear, permitindo
a deteccao e visualizacdo dos processos bioquimicos que antecedem as alteracdes morfoldgicas, e
assim, a deteccdo precoce de certas doencas.!" 2%

Na figura 1.12, apresentam-se as estruturas dos radiofarmacos *"Tc-Depreétido (NeoTect®)
e P™Tc-Apcitide (Acutec®) em utilizacdo clinica. O *™Tc-Depredtido (NeoTect®) permite detectar
massas tumorais pulmonares que expressam receptores da somatostatina enquanto que o **"Tc-
Apcitide (Acutec®) permite a visualizacdo das tromboses venosas agudas nas extremidades

inferiores.

(N-Me)Phe——Tyr.__
N \II / ?T"’
: Y‘ e

a

HN

[+
: o
"\ﬁ A NH,
/ \

Tyr-Apc—O0ly—Asp—Cys—Gly—Gly — Cys (ACM)—Oly-Cvs (ACM)

b

Figura 1.12 - Estrutura dos radiofarmacos especificos " Tc-Apcitide (a) e Tc-Depreétido (b) e em utilizacio clinica
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De entre as metodologias mais recentemente introduzidas para o desenvolvimento de novos
radiofarmacos especificos de *™Tc, a aproximacdo organometalica baseada em complexos com a
unidade fac-[*™Tc(CO);]*, obtida a partir do precursor fac-[*"Tc(H,0);(CO);]", tem sido uma das
mais promissoras. Devido a configuracdo electronica d® do metal, esta unidade apresenta uma
elevada estabilidade cinética em relacado a substituicao total ou parcial dos ligandos CO, o que lhe
confere elevada resisténcia. Também a estabilidade a oxidacdo, demonstrada numa vasta gama de
pH em solucdo aquosa, constitui outra vantagem adicional da unidade fac-[**"Tc(CO);]*. Para além
disso, no precursor fac-[*™Tc(H,0);(CO);]* os trés ligandos carbonilo fortemente ligados ao centro
metalico, labilizam as trés moléculas de H,0 em posicao trans, possibilitando a sua substituicao por
uma grande variedade de agentes quelantes.!'® 2"

Assim, o facto da unidade fac-[**"Tc(CO);]* apresentar dimensdes reduzidas, geometria
quase esférica, formando em geral complexos octaédricos com elevada estabilidade cinética e
termodinadmica, potencia a sua utilizacdo no desenho de radiofarmacos utilizando ligandos
unidentados, bidentados e tridentados, com uma grande diversidade de atomos doadores (ex: P, S,

N, O, C, H) e facilmente funcionalizaveis com biomoléculas (figura 1.13)."!

Complexos com Ligandos Bidentados
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Figura 1.13 - Exemplos de complexos com a unidade *™Tc(CO);*
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1.3.2. Rénio

Tabela Peridodica dos -
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Figura 1.14 - Tabela Periodica - Ampliacao de uma fraccdo do bloco dos metais de transicdo, onde se observa o Tc e o Re, no
grupo VII.

O Rénio é um dos elementos mais raros que ocorrem naturalmente, surgindo como uma
mistura de dois isétopos, o "®’Re (37,4%) e o "®Re (62,6%). Os isdtopos radioactivos '®Re e o '®Re
sdao adequados para uso terapéutico em Medicina Nuclear, pois sdo emissores B~ com tempos de
semi-vida de 90 h e 17 h, respectivamente. Tanto o '®Re como o '*®Re emitem radiacdo vy, o que
permite seguir in vivo a biodistribuicao dos seus complexos.

Devido a contraccao dos lantanideos, o Tc e Re apresentam raios atomicos praticamente
coincidentes (1,35 e 1,37 ppm, respectivamente) e, por essa razao, os seus complexos sao muito
similares em termos de caracteristicas fisicas e comportamento quimico. A semelhanca quimica
entre o Re e Tc faz com que os seus complexos tenham também caracteristicas fisicas similares.
Como ja foi referido anteriormente, esta similaridade é importante no contexto da Medicina
Nuclear pois permite que os complexos de Re sejam usados como modelo na identificacao dos
complexos analogos de *™Tc.®!

As principais diferencas entre o comportamento quimico dos complexos de Re e Tc surgem a
nivel das propriedades redox e da cinética das reaccdes de substituicdo. Os complexos de Re sao
mais faceis de oxidar e mais dificeis de reduzir, e portanto sdo cineticamente mais inertes que os
complexos analogos de Tc.

De acordo com os conhecimentos adquiridos no ambito da quimica radiofarmacéutica do Tc
poderia pensar-se que estes seriam facilmente transferidos para o desenvolvimento de
radiofarmacos de '®Re/'®®Re, no entanto, essa transferéncia nao é linear devido essencialmente a
maior tendéncia dos complexos de Re para sofrer processos de reoxidacdo. Devido a estas
dificuldades, o "®Re-HEDP, um disfosfonato utilizado como paliativo da dor dssea mas cuja estrutura
quimica nao é conhecida, é o uUnico radiofarmaco de Re, até a data, que se encontra em estudos

clinicos avancados.?*!
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1.4. Processo de Metastizacdo Ossea

A probabilidade de formacao de metastases dsseas, apds o aparecimento de um tumor
primario maligno, depende do tipo de tumor diagnosticado. Os pacientes com Mieloma sao os que
apresentam uma maior percentagem de maior incidéncia de metastases dsseas (70 - 95%), enquanto
que pacientes com tumores primarios incidente no rim ou ainda pacientes com melanoma
apresentam metastases 0sseas com uma percentagem de incidéncia mais reduzida (20 - 25% e 14 -
45% , respectivamente). !

A metastizacdo 0ssea provoca o enfraquecimento sucessivo do 0sso e origina um conjunto de
patologias, de entre as quais a dor Ossea, fracturas, hipercalcémia e compressao da espinal medula,
sendo a dor Ossea o primeiro sinal de metastizacao.

Cada um dos passos do processo metastatico oferece potenciais pontos de intervencao
terapéutica para reverter ou prevenir o desenvolvimento metastases osseas. A figura 1.15 ilustra, a
titulo de exemplo, as varias etapas do processo de metastizacdo 0ssea no cancro de mama: a) no
tumor primario, as células do tumor (a verde) e do estroma local (a castanho) interagem por meio
de uma variedade de mecanismos para aumentar a migracdo de células do tumor e entrar na
circulacao sistémica; b) uma vez presentes nos vasos sanguineos, as células tumorais interagem com
células do hospedeiro residente, tais como eritrocitos, células T e neutrofilos e plaquetas
sanguineas, que facilitam a sua sobrevivéncia na circulacdo; c) Na medula ossea, as células tumorais
sao capazes de sair do sistema vascular (extravasao) onde interagem com as células do tecido 6sseo,

como os osteoclastos (a vermelho), formando-se a metastase ossea. 2!

[26]

Figura 1.15 - Processo de Metastizacao
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1.4.1. Tratamento Paliativo de Metastases Osseas

De forma a aumentar a sobrevivéncia dos pacientes com metastases Osseas e
proporcionando-lhes uma melhor qualidade de vida, nomeadamente pelo alivio da dor dssea e
prevenindo a probabilidade de ocorréncia de fracturas patologicas, conservando deste modo a
mobilidade, tem-se procurado métodos terapéuticos de forma a tratar as metastases osseas.

De acordo com a avaliacdo clinica de cada um dos pacientes, o tratamento de metastases
osseas pode ser local ou sistémico. No caso de um tratamento local este é feito recorrendo a
radioterapia ou através de cirurgia, enquanto que num tratamento sistémico utilizam-se
analgésicos, radiofarmacos ou bisfosfonatos (BP) e terapias como a hormonoterapia ou a
quimioterapia. "> 72

A utilizacdo de analgésicos e anti-inflamatdrios é recomendada como primeira abordagem
pela Organizacdao Mundial de Salde sendo utilizada rotineiramente no combate a dor, no entanto, a
utilizacao de analgésicos origina efeitos secundarios, que podem ser mais graves do que a propria
dor 6ssea.’? Radionuclideos como o P, ¥Sr, *35m, '®Re, "®8Re, "7Lu e "®Ho, sdo considerados
como Uteis no tratamento paliativos da dor 6ssea. Assim, devido as caracteristicas intrinsecas destes
mesmos radionuclideos, todos os radiofarmacos para tratamento paliativo da dor dssea utilizados
s&o emissores B[

A afinidade natural para o osso metabolicamente activo com actividade osteoblastica
elevada do Fosforo-32 (Na;*2PO,) e do Estroncio-89 (3°SrCl,) permitiu que estes pudessem ser
incorporados na Hidroxiapatatie (HA) apo6s injeccdo intravenosa, tornando-se nos primeiros
compostos aprovados para o tratamento paliativo da dor 6ssea. A utilizacdo clinica do *2P diminuiu
consideravelmente desde os anos 80 devido a varias limitacoes. Assim, desde entdo tém sido mais
utilizados o sr (¥SrCl,), "*Sm ("**Sm-EDTMP), "®Re ('®Re-HEDP) e '®Re ('*®Re-HEDP).?!

Ao contrario do *P e do ¥Sr, os restantes radioisotopos s&o utilizados apds coordenacéo a

ligandos polidentados contendo grupos fosfonato, que lhes conferem afinidade para o 0sso.

1.4.2. Mecanismo de Accao dos Bisfosfonatos

Os bisfosfonatos (BPs) estabeleceram-se como uma nova e eficaz classe de farmacos para o
tratamento de patologias metabolicas benignas ou malignas do sistema osteo-articular.

A accao in vivo desta classe de compostos deve-se a sua forte afinidade para ligacao a
hidroxiapatite (HA), que é o principal componente da matriz inorganica do osso (69 %). Essa elevada
afinidade é explicada pela possibilidade que tém para se coordenar aos ioes Ca’’, através dos
oxigénios desprotonados das unidades fosfonato. Esta fixacdo € mais significativa em zonas
metabolicamente activas da matriz 6ssea o que permite a visualizacdo de locais de elevada

remodelacéo dssea.*”!
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Como se pode ver na figura 1.16, a ligacao entre os dois grupos fosfato é feita através de
um atomo de carbono (P - C - P), o que torna os BPs resistentes a degradacdo enzimatica in vivo, e
por isso adequados para utilizacdo clinica. No entanto, de modo a potenciar a sua accdo como
agentes de anti-reabsorcao 6ssea, tém sido introduzidas varias alteragdes na sua estrutura quimica
(figura 1.16).

P—C—P
Bisfosfonato

Figura 1.16 - Estrutura geral dos bisfosfonatos (R1 = H ou OH, R2 = grupo substituinte que interfere na sua accao bioldgica)

Na figura 1.17 apresentam-se as estruturas quimicas dos diferentes BPs sintetizados e

reconhecidos, até aos dias de hoje.[3¢!

i i i N
ZR PR, Y o
OH

< \g :8: _OH 12Geracao
§<ou a” P<on ~OH i ~oH
o
Medronato Clodronato Etidronato Tiludronato
(MoP) (HEDP)
0 0o 0o
OH OH | |_oH
HN TOH LN AN SOH | 2%Geracdo
OH ~OH ~OH
I ~OH 1~OH 11 OH
o o
Pamidronato Alendronato Ibandronato
NN % ﬁ _OH /=\| | \’?H.H
~OH a ~
ot | x <8HH Ny (9.‘." 3%Geracao
\ 7 N 4 4
Minodronato Risedronato Zoledronato

Figura 1.17 - Estrutura quimica de bisfosfonatos.

Os primeiros bisfosfonatos a serem estudados foram o medronato, clodronato, etidronato e
o tiludronato, sendo designados de BPs de 12 geracao.

As modificacbes estruturais introduzidas demonstraram que a afinidade dos BPs para a
hidroxiapatite (HA) aumenta quando R1 = OH, o que se deve provavelmente a coordenacao
tridentada dos BPs aos ides Ca®* da Hidroxiapatite, dai que, os BPs das geracdes seguintes possuam
todos um grupo hidroxilo. A natureza do grupo R2 (figura 1.17) é determinante para a poténcia dos
bisfosfonatos enquanto inibidores da reabsorcao o6ssea, dai que este grupo tenha vindo a ser
modificado. ***® A introducdo de um grupo funcional amina na cadeia R2 permitiu obter
bisfosfonatos 10 a 100 vezes mais potentes que os da 1°geracdo. O Alendronato (ALN) e o

Pamidronato (PAM) inserem-se neste grupo de compostos usualmente designados de
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aminobisfosfonatos. Posteriormente, a presenca de aminas ciclicas na estrutura dos bisfosfonatos
conduziu a compostos de 32 geracao, ainda mais potentes (ex: Risedronato e Zoledronato).

A estrutura oOssea esta sujeita a uma constante renovacdao. Embora muitos pensem que nao
tém actividade, os ossos sao formados por uma substancia viva e passam por um constante processo
de renovacao, ja que os sectores do 0sso mais velho vao sendo continuamente substituidos por osso
novo. Este processo, denominado renovacao 6ssea, embora va ficando cada vez mais comprometido
com o passar dos anos, persiste durante toda a vida.?"

A renovacédo do osso € provocada por uma accao sequencial dos diferentes tipos de células
oOsseas, 0s osteoblastos, responsaveis pela formacdo de o0sso novo, e os osteoclastos, que se
encarregam da destruicao do osso envelhecido. Na etapa inicial do processo, os osteoclastos
comecam por reabsorver o 0sso nos diversos pontos em que o tecido ja esta envelhecido, deixando
pequenos sectores "ocos’. Em seguida, estas cavidades sao ocupadas pelos osteoblastos, que
deverao produzir osso novo. O processo de renovacao ocorre ciclicamente, de forma ininterrupta e
simultanea nos inimeros focos de cada osso. O equilibrio dinamico entre a reabsorcao e a formacao
ossea mediada pelos osteoclastos e pelos osteoblastos, respectivamente, é a base fisiologica da
remodelacao do osso, que é regulada por um sistema complexo de factores locais e sistémicos. A
perturbacao deste equilibrio origina patologias metabdlicas benignas e malignas osteo-articulares,
como por exemplo a osteoporose, a doenca de Paget, o tumor 6sseo e outras doencas associadas a

destruicdo do 0sso. A accdo dos BPs reduz este problema inibindo a actividade dos osteoclastos.***’!

Figura 1.18 - Processo de renovacao ossea promovido pela accao dos osteoblastos e osteoclastos.

A utilizacdo de BPs como transportadores de radiacao B também tem sido aplicada com
sucesso na preparacao de radiofarmacos para tratamento paliativo da dor ossea. Encontram-se
actualmente em utilizacdo clinica alguns compostos, como por exemplo o "*Sm-EDTMP (EDTMP:
acido etilenodiaminatetrametilenofosfonico), o '®Re-HEDP e o '®Re-HEDP. 1% 4!

Recentemente, os BPs tém sido considerados bons veiculos para diferentes tipos de
farmacos que, apo6s conjugacdo a unidade bisfosfonato, tém sido utilizados para tratamento
especifico de patologias osteo-articulares, como a osteoporose, a osteoartrite, infeccées cronicas e

tumor osseo.3% 31> 33 3]
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1.5. Complexos de **™Tc e '8¢'8%Re para Visualizacdo e/ou Terapia de

Metastases Osseas

Actualmente, o ™Tc-MDP e o *™Tc-HDP séo os dois radiofarmacos, em utilizacdo clinica
para o diagnostico de metastases 6sseas, no entanto, apesar do seu sucesso eles apresentam varias
limitacbes como sejam o elevado tempo de espera até a aquisicdio da imagem e a falta de
especificidade para determinadas doencas o que pode conduzir a falsos negativos. Por outro lado,
os grupos fosfonato sao utilizados para estabilizar o metal e para se ligarem ao 0sso 0 que pode
diminuir a captacao o6ssea, formam uma mistura de espécies radioquimicas que varia ao longo do
tempo e que apresentam diferentes propriedades bioldgicas e a sua verdadeira estrutura quimica é
desconhecida.** *! Uma outra desvantagem relacionada com o *™Tc-MDP e *™Tc-HDP é o facto dos
BPs serem ligandos fracos, pelo que estes complexos oxidam-se in vivo, regenerando [*™Tc0,]’, o
que contribui para uma diminuicdo da fixacdo 6ssea e para um aumento da dose acumulada nos
tecidos moles 81,

Para a terapia paliativa da dor 6ssea, foram também preparados bisfosfonatos marcados
com '8/18Re O "®Re-HEDP ja foi aprovado em alguns paises da Europa enquanto que o '*®Re-HEDP
se encontra apenas em ensaios clinicos. Nestes radiofarmacos a probabilidade de ocorréncia de
reoxidaco a ['%/'®®Re0,] é superior.

Assim, no sentido de ultrapassar algumas das desvantagens do **"Tc-MDP, *"Tc-HDP e
186/188pe-HEDP, varios investigadores tém tentado conceber novos complexos de #™Tc e '8¥/18Re
contendo bisfosfonatos para diagndstico e/ou terapia de metastases 6sseas. [*]

Uma das estratégias mais exploradas tem sido a utilizacdo de ligandos bifuncionais,
vectorizados com bisfosfonatos. Estes ligandos permitem estabilizar o metal e deixar o bisfosfonato
disponivel para se ligar ao osso. Com esta metodologia, seria de esperar que fossem obtidos
complexos com uma estrutura bem definida e com elevada afinidade para o osso.

A figura 1.19 mostra alguns dos oxo-complexos de *™Tc e '®Re, que foram sintetizados e

avaliados para deteccao e/ou terapia de metastases osseas.

0
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O NH .
o Q,OM g‘on m\ﬁ o o E’m
7o\ “oH /o \ HO” o\ OH
HOLC m\TPL/u N _om HOLC Nn\lg/u oM N0~,1>\~ m\gc/n N,{ _on
H ~, c L~ H H ~,
| 'O HO™ 1 | "OM
s/ \s S s/ \s o s/ \s s
WnTeEC-1 T EC2 wnTeEC3
o ]
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°>\ n X S:g s/ \Nlo q,ou
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N“n;./N/\/\n/ o HTNH\/\)( _OH

VRN ° o 1 OM
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Figura 1.19 - Exemplos de oxo-complexos de *™Tc, '®Re, e Re. B
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A aproximacao organometalica baseada em complexos com a unidade fac-[M(CO)s;]" (M=
#mTc, '®8Re) também tem sido explorada para o desenvolvimento de sondas radioactivas contendo
BPs (figura 1.20).

Blower P.J. e alguns colaboradores estudaram os complexos M-dpa-ALN (M = *™Tc, '®Re e
Re) (figura 1.20 B). Estes complexos foram sintetizados por reaccao dos precursores fac-
[M(H,0);(CO);]" (M = "®Re, *™Tc, Re) com dpa-ALN, sendo isolados como espécies Unicas e bem
definidas, com elevado rendimentos e pureza radioquimica.** * A fixacdo 6ssea de *"Tc-dpa-ALN
(27 % A.l/g 0sso) é comparavel a do *™Tc-MDP (30 % A.l/g osso) e o complexo '®®Re-dpa-ALN (21,2 +
6,6 % A.l./g 0ss0) apresenta uma acumulacdo dssea superior a do '®Re-HEDP (13,4 + 0,2 % A.l./g
0ss0). Para além disso, ambos os complexos apresentam uma acumulacdo reduzida nos tecidos

moles, sofrendo acumulacao preferencial nos locais do osso com elevada actividade metabolica.

OH

O, OH
0 L on O3~ oH
OH
N~ "™~—OH
H ~OH p\OH
o,,P\ OH & OH
m )+ ¢
N N/\]
y ‘N " /\[/\
~ N, M\ ~ N'
7 |
CcO
co” 4o
[M(CO);(PzNN-PAM] (M = ®™T¢/™ Re, n = 2) [M(CO)x(dpa-ALN)J" (M = 99™Tc, nat/183Re)
[M(CO),(PzNN-ALN] (M = #"Tc/ ™ Re, n = 3)
A B

Figura 1.20 - Complexos de Tc(l) e Re (I) contendo um bisfosfonato. !

Santos e colaboradores sintetizaram novos complexos, de entre os quais o complexo
[**™Tc(CO);(pzNN-ALN)] (figura 1.20 A) com elevado potencial como radiofarmaco para imagiologia
oOssea.

Os estudos de adsorcao deste complexo a HA in vitro, permitiram concluir que a capacidade
osteotropica do complexo [*™Tc(CO);(pzNN-ALN)] era semelhante a do *™Tc-MDP estudado nas
mesmas condicdes. Para além disso, o complexo [*™Tc(CO);(pzNN-ALN)] apresentou um bom perfil
biolégico em termos de fixacdo dssea, eliminacdo e razdes osso/orgdao ndo alvo, elevada
estabilidade e resisténcia a metabolizacao in vivo. Além disso, nao sofre retencao significativa no
estdmago, indicando que nado ocorreu, a dissociacao do *™Tc do ligando pirazolilo, com reoxidacdo
a [P™Tco4] .14

O valor da razdo osso/misculo em ratinhos Balb-c para [**™Tc(CO);(pzNN-ALN)] foi
significativamente superior as 4h p.i. (79,0 * 2,9) a do **"Tc-MDP (47,9 = 13,6) enquanto que as
razdes osso/sangue se mantiveram proximas. O valor de excrecao total da actividade injectada
também foi superior para [*™Tc(CO);(pzNN-ALN)] comparativamente ao *°™Tc-MDP,
principalmente as 4h p.i. ([**™Tc(CO);(pzNN-ALN)]: 77,2 + 0,5 e **™Tc-MDP: 56,8 +0,9).
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Na figura 1.21 estdo representadas as imagens obtidas 2h apés administracdo do complexo
[**™Tc(CO);(pzNN-ALN)] e do **™Tc-MDP em ratos Sprague Dawley, confirmando deste modo o seu

potencial como radiofarmacos por imagem ossea.

% Tc-MDP

[*"Tc(CO),(pzNN-ALN))

A

Figura 1.21- Imagem de corpo inteiro de rato Sprague Dawley, 2 h ap6s injeccao de [**™Tc(CO)s;(pzNN-ALN)] e **"Tc-MDP,
obtidas em camara-gama (adaptado de [36]).

1.6. Objectivos do trabalho

O trabalho apresentado nesta tese tinha como principal objectivo explorar a quimica,
radioquimica e o comportamento bioldgico, incluindo a afinidade para o osso, de novos complexos
de ®™c contendo bisfosfonatos. Pretendiamos também sintetizar complexos analogos de Rénio
'8Re ou de "®Re. Estes complexos seriam constituidos por uma unidade BP, que conferia afinidade
para o 0sso e um elemento radioactivo emissor de radiacao ionizante () com capacidade para

destruir células cancerigenas, esperando-se um efeito citotoxico sinérgico.

Esta dissertacao esta organizada em cinco capitulos. No primeiro capitulo faz-se uma breve
introducdo a Medicina Nuclear e a sua aplicacao na area da Imagiologia e terapia ossea. Para além
disso, ainda no capitulo 1, faz-se uma pequena aborgadem ao cancro e as diversas modalidades
terapéuticas, destacando a metastizacdo dssea e o seu tratamento paliativo. Discute-se o
mecanismo de accdo dos bisfosfonatos e apresentam-se os complexos de *"Tc e '"®/'®Re mais
promissores para visualizacao e tratamento de metastases Osseas.

No capitulo 2 apresentamos a sintese e caracterizacao de novos ligandos contendo um grupo
bisfosfonato bem como dos respectivos complexos de Re e *™Tc. Para além disso, apresenta-se o
comportamento biolégico do complexo de *™Tc (TcL3).

No capitulo 3 apresentam-se as conclusdes finais bem como algumas sugestdes para a
continuacao do trabalho iniciado nesta dissertacdo. Por fim, no capitulo 4 encontra-se toda a

informacao experimental relativa ao trabalho apresentado no capitulo 2.
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Capitulo 2
SINTESE, CARACTERIZACAO E
AVALIACAO BIOLOGICA DE
COMPOSTOS CONTENDO UM GRUPO
BISFOSFANATO






2. Sintes, Caracterizacao e Avaliacdo Biolégica de Compostos

contendo um grupo Bisfosfonato

2.1. Considerac¢oes Gerais

Como referido anteriormente, bisfosfonatos marcados com *™Tc (**"Tc-MDP e **"Tc-HDP)
tém sido utilizados para o diagnostico de metastases Osseas e estadiamento da doenca. Uma das
vantagens desta técnica de imagem reside na sua elevada sensibilidade o que permite a deteccao
das metastases Osseas numa fase muito precoce da metastizacdo. Por outro lado, bisfosfonatos
marcados com '%/'®®Re (**Re-HEDP e '®|Re-HEDP) estdo indicados para a terapia paliativa da dor
ossea.

Contudo, os fosfonatos marcados com *™Tc em utilizacdo clinica consistem numa mistura de
espécies e o estado de oxidacdo do metal nestes complexos ndo esta completamente definido. Além
disso, os grupos fosfonato para além de promoverem a coordenacdo ao Ca** da HA sdo também
utilizados para a estabilizacao do metal o que pode comprometer a fixacao dssea. Para ultrapassar
estas desvantagens, tém sido desenvolvidas sondas radioactivas de *"Tc em que o metal se
encontra estabilizado por um ligando bifuncional vectorizado com bisfosfonatos que ficam
disponiveis para se ligarem ao Ca’* da HA aumentando a fixacéo 6ssea.

A carga, peso molecular e lipofilia sdo propriedades fisico-quimicas que podem ser
determinantes para a capacidade dos complexos de *™Tc atingirem o osso, um requisito essencial
para a sua aplicacdo como sondas radioactivas para deteccdo in vivo de metastases dsseas. Na
expectativa de optimizar estas caracteristicas fisico-quimicas e para obviar alguns dos problemas
dos grupos fosfonatos, o trabalho proposto para esta dissertacao consistia em preparar ligandos
bifuncionais cuja funcao era a estabilizacdo do metal e a ligacao deste a grupos funcionais com
afinidade para o osso. Os ligandos bifuncionais a estudar eram do tipo pirazolo-amina-pirazolo,
pirazolo-diamina e pirazolo-aminocarboxilato, potencialmente tridentados e apresentando como
caracteristica comum a presenca de um anel de pirazolilo como funcao coordenante. Estes ligandos
bifuncionais seriam utilizados para preparar os respectivos complexos tricarbonilo de Re(l) e *™Tc(l)

funcionalizados com o Alendronato (figura 2.1).

R R 1.
3 g HO—P=0
,¥N“§/\/° —— HQNWOH
'/ ‘N' l “‘O / 'il ’;‘ ,}j \ R HO-P=0
> ""M; = Nl [N = OIH
od 1 %0 4 \» Alendronato
o co J co

Figura 2.1 - Estrutura dos complexos de Re/**™Tc com ligandos do tipo pirazolo-diamina ou do tipo pirazolo-aminocarboxilato
que se pretendiam funcionalizar com um bisfosfonato (Alendronato) com afinidade para o osso.
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2.2. Sintese e Caracterizacao de Ligandos Bifuncionais contendo grupos

bisfosfonatos

2.2.1. Sintese e caracterizacédo do Ligando L'

HQ  oH OH HQ  oH OH
HO—fi~—R—OH Ho—f~\—P—OH
(@] [e) fe) o)
OH
~1_OH
AP O=p H,O/NaOH N NH AN~
/o . L . N
=N H,N o=b Refluxo =N =N N=
1 ~OH
HO
1 ALN > L1

Esquema 2.1 - Sintese de L' e do composto 2

Para sintetizar os ligandos funcionalizados com um grupo aminobisfosfonato comegamos por
preparar o alendronato (ALN), de acordo com o procedimento descrito por Kieczykowski %,
Resumidamente, a uma mistura de acido 4-aminobutirico, acido metanosulfénico e H;PO; a 65°C
adicionou-se lentamente PCl; e manteve-se o aquecimento e agitacdo durante a noite. Apos
arrefecimento da mistura reaccional, adicionou-se agua fria e refluxou-se durante 5 h. Em seguida,
ajustou-se o pH a 4-5, colocou-se a mistura no congelador, e o alendronato precipitou sob a foram
de um solido branco com um rendimento de 87%. Depois de filtrado e seco foi analisado por
espectroscopia de RMN multinuclear 'H, "C e 3'P. O composto obtido foi formulado como um sal, (4-
amino-1-hidroxibutilideno)bisfosfonato de trisodio tetrahidratado, com base na analise elementar.

O composto 1 foi obtido por reaccao de 3,5-dimetilpirazolo com excesso de 1,2-
dibromoetano, em presenca de NaOH e usando brometo de tetrabutilamonio (TBAB) como
catalisador de transferéncia de fase, de acordo com o descrito na seccao 4.4.1.1.

A estratégia de sintese delineada para preparar os diferentes ligandos vectorizados com o
alendronato, envolvia uma reaccao de N-alquilacdo da funcao amina do bisfosfonato com o
composto N-(2-bromoetil)-3,5-dimetilpirazolo (1), como se apresenta no esquema 2.1. Esta
metodologia tinha a vantagem de ser expedita, no entanto, enfrentava dois obstaculos: 1) a falta de
solubilidade do alendronato em solventes organicos, o que dificulta a reaccao de conjugacao; 2) a
elevada basicidade do grupo amina do alendronato (pKa 12,7) o que dificulta o ataque nucleofilico
utilizando bases organicas comuns. De facto, foi impossivel obter o ligando L' quando a reaccao
decorreu na presenca de trietilamina ou DIPEA, mesmo a temperaturas elevadas. Optou-se por
efectuar a alquilacdo da amina primaria do ALN em meio aquoso (para solubilizar o bisfosfonato)
usando uma base inorganica forte (NaOH) e mantendo o pH a [(M2. No entanto, quando a reaccao
decorreu a temperatura ambiente nao se observou a formacdo do composto pretendido. Colocando
a mistura reaccional a temperatura de refluxo, observou-se a formacao do composto 2 e do ligando

pretendido L, por bis-alquilacdo da amina primaria do alendronato.
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Estes dois compostos (L'

e 2) podem ser separados e purificados por cromatografia em
coluna Sep-Pack® C18, usando como eluentes um gradiente de H,0/MeOH, pelo que foi possivel
obter os dois compostos L' e 2 quimicamente puros numa sé reaccéo. Foi ainda possivel optimizar as
condicées reaccionais de modo a maximizar a formacao de um ou de outro, modificando a
estequiometria e o tempo de reaccao. O progresso da reaccao foi seguido por HPLC.

A formacéo do ligando L' é favorecida quando se utiliza um excesso de N-(2-bromoetil)-3,5-
dimetilpirazolo (5,8 equivalentes) e se aumenta o tempo de reaccao (4 dias). Nestas condicoes, o
ligando L' foi obtido puro, sob a forma de um pdé branco, com um rendimento de 60% apds
purificacdo por coluna Sep-Pack® C18.

Para favorecer a formacao do composto 2 fez-se reagir o ALN com o composto 1 (1/1), sob
refluxo, mantendo o pH a cerca de 12, durante 2 dias. Nestas condicdes, 2 foi obtido puro, sob a

forma de um sélido branco, com um rendimento de 32% apds purificacdo por coluna Sep-Pack® C18.

0 composto intermediario 2 e o ligando L' foram caracterizados por espectroscopia de RMN
multinuclear ('"H, "*C e *'P), espectroscopia de IV, espectrometria de massa com ionizacdo por
electrospray (ESI-MS) e HPLC. Foram também caracterizados por analise elementar C, H, N.

Relativamente a analise elementar, os valores encontrados eram concordantes com as
formulacées propostas para o composto 2 e para o ligando L'. O resultado da analise elementar, e
os dados obtidos através das analises espectroscopicas bem como a analise de espectrometria de
massa, permitiram caracterizar de forma inequivoca os dois compostos sintetizados.

Como o ligando L' é simétrico, o seu espectro de RMN de 'H ¢é relativamente simples. Nas
figuras 2.2 e 2.3 apresentam-se os espectros de RMN de 'H e de "*C do composto L'e na figura 2.4

apresentam-se os espectros de 'H e de *'P do composto 2.

D,0
HD\ OH PH
Ho=F-l-B-OH
e0
d
a c g /

CH;(3/5)pz
H?/H He/H' d e
H4(pz) L ¢ JHC He%H
1 J A "
T T I T T T T l T T T T I T T T T ] T T T T ] T T T T I
6.0 50 4.0 3.0 20 1.0

Figura 2.2 - Espectro de RMN de 'H para o composto L' em D,0.
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Figura 2.3 - Espectro de RMN de C para o composto L' em D,0.

Devido ao caracter simétrico do ligando L' o seu espectro de RMN de 'H é muito semelhante
ao do composto 2. Como os dois anéis pirazolilo de L' sdo equivalentes, observa-se em ambos o0s
espectros, um Unico singuleto atribuido aos protdes H(4) (5,78 ppm para L1; 5,82 ppm para 2) que
integram para dois protées em L' e apenas para um protdo no composto 2. Os quatro grupos metilo
dos anéis pirazolo de L', por serem equivalentes dois a dois, surgem como dois singuletos que
integram, cada um, para seis protdes (2,03 e 2,10 ppm). No espectro do composto 2 também se
observam dois singuletos distintos correspondentes aos dois grupos metilo 3 e 5 do pirazolo que
integram, cada um, apenas para 3 protodes (2,03 e 2,12 ppm). Os protdes da cadeia alifatica que une
os dois anéis de pirazolo de L', apresentam apenas dois tripletos, um para os grupos -CH, (H*/H?)
vizinhos dos anéis aromaticos, a campo mais baixo (3,95 ppm), que integra para 4 protdes, e outro
para os grupos -CH, (H°/H') vizinhos da funcdo amina (2,78 ppm), que também corresponde a 4
protdes. No espectro de RMN de 'H do composto 2 também se observam dois tripletos para os
protdes da cadeia alifatica que une o anel de pirazolo a amina secundaria mas que integram, cada
um, apenas para dois protdoes (4,05 e 3,02 ppm). Em ambos os espectros, € também possivel
observar os sinais correspondentes aos protdes da cadeia alifatica do Alendronato. Observa-se um
sinal na forma de multipleto (1,72 para L1 e 1,74 ppm para 2) a campo mais elevado,
correspondentes a ressonancia dos quatro protdes da cadeia do ALN [H? + H®], e um tripleto que
integra para dois protdes (L' a 2,54 ppm e 1,74 ppm para o composto 2) correspondentes aos

protdes HS.
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Figura 2.4 - Espectros de RMN de 'H (A) e de *'P (B) do composto 2 em D;0.

Os espectros de RMN de C de L' (figura 2.3) e 2, também sdo coerentes com as estruturas
propostas. Ambos os espectros (L' e 2) apresentavam trés sinais referentes aos atomos de carbono
do anel pirazolilo (149 - 105 ppm), um tripleto desviado para campo baixo devido ao carbono
geminal do ALN (74 ppm), cinco sinais distintos para os carbonos etilénicos (54 - 20 ppm) e,
finalmente, a campo mais alto, apareciam duas ressonancias devidas aos grupos metilo do anel
pirazolilo (12,2 e 10,3 ppm para L1 e 12,2 e 10,3 ppm para 2).

Ambos os compostos L1 e 2 apresentaram apenas um singuleto nos espectros de RMN de *'P

(18,7 ppm), como seria de esperar.

0 ligando L foi ainda caracterizado por espectroscopia de IV. Uma das bandas mais intensas
que se observa no espectro de IV surge a 1119 cm™, regido onde, geralmente, se observam as
frequéncias v (P=0) de grupos acidos fosfonicos. O espectro apresenta também uma banda de
intensidade média a 1551 cm'associada, provavelmente, a vibracdo de extensao v (P - OH).

As formulacdes propostas para os compostos 2 e L' foram também confirmadas por ESI-MS.
Em relacdo ao ligando L', o pico maioritario observado a m/z= 492,2, obtido em modo negativo,
corresponde ao idao molecular [M - H], enquanto que o pico maioritario, obtido no modo negativo,

para o composto 2 correspondente ao iao molecular [M - H]', surge a m/z= 370,1.
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2.2.2. Sintese e caracterizacdo de L’e L®

O composto 2 revelou-se um intermediario determinante para a sintese de ligandos do tipo
pirazolo-diamina e do tipo pirazolo-aminocarboxilato, funcionalizados com alendronato, como se

pode observar no esquema 2.2.

HO\ OH /OH
HO~f{~—R~OH
o o}
~_-NHBoc
Br N
© /) ,?I/\/ \/\NH2
—N
HO\ OH /OH g
HO~fj~{~R—OH
o o}
NaOH/H,0

I— HOQO oH OH

/\/NH \ /

7/ N Reflux HO—f~—P—OH

—N O O

2 \)‘J’\
N
/ $/\\/ OH
—N
OMe
Br
Y :

Esquema 2.2 - Sintese de L2 e L.

0 ligando L?, neutro e potencialmente tridentado, foi obtido através de uma reaccéo de N-
alquilacdo da amina secundaria do intermediario 2 com N-terc-Butoxicarbonilo-2-bromoetilamina
(9), de acordo com o esquema 2.2. A reaccdo decorreu em H,0, a temperatura de refluxo,
mantendo o pH a 12, através da adicao de NaOH 3 M. Para evitar reaccoes secundarias, a amina do
electrofilo 9, encontrava-se protegida com um grupo protector Boc. Em geral, este grupo protector
€ removido apenas em condicdoes acidas, sendo resistente as condicdes alcalinas. No entanto,
observamos que este grupo protector foi removido nas condicdes reaccionais utilizadas, originando a
formacdo de produtos secundarios que dificultaram a obtencdo de L%. A mistura reaccional foi
purificada por cromatografia numa coluna Sep-Pack C18 usando como eluente um gradiente de
MeOH/H,0 (0/100 — 100/0). O composto L? foi obtido sob a forma de um pé ligeiramente
amarelado com um rendimento de apenas 22%. Além do rendimento muito baixo, a purificacdo nao
foi eficaz e ndo obtivemos o ligando L? completamente puro. Apds varias tentativas de repeticio da
mesma via de sintese recorrendo a outras condicdes de purificacao (purificacao por HPLC, por SEP-
Pack utilizando como eluentes: TFA 0,1% (aq) e CH;CN/TFA 0,1% com gradiente 100/0 — 0/100) e
também de outras estratégias de sintese, ndo foi possivel isolar o ligando L? totalmente puro para

prosseguir com os estudos.
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O ligando L*?, monoaniénico e potencialmente tridentado, foi preparado de modo
semelhante ao utilizado para a sintese de L? mas utilizando como electréfilo bromoacetato de
metilo, em excesso. A reaccao decorreu em meio aquoso, a pH 12 e com refluxo durante 2 dias. O
progresso da mesma foi seguido por HPLC. Apds reaccao completa, a mistura reaccional foi
purificada por cromatografia. Nesta purificacao utilizou-se uma coluna Sep-Pack C18 e como
eluente um gradiente de 0/100 a 100/0 de MeOH/H,0. O composto L3 foi obtido sob a forma de um

po6 branco com um rendimento relativamente elevado (n = 70%).

Os ligandos L? e L* foram caracterizados por espectroscopia de RMN multinuclear ('H, *C e
3'P), espectroscopia de IV (excepto L2), espectrometria de massa com ionizacdo por electrospray
(ESI-MS) e HPLC.

As analises espectroscopicas bem como a analise de espectrometria de massa revelaram-se
consistentes com a estrutura quimica proposta para os dois compostos sintetizados, apesar de L2 nao
ter sido isolado puro.

Apresentam-se na figura 2.5 os espectros de 'H, *C e *'P do composto L.

Dzo
HO  oH PH
A) HO i ~\~F-OH
o) eO 1
d C)
a b
N
J N7 \)LOH
| b f
=N
CH3(3/5)pz
H4(pz)

e e B L L B A A A e e o o o o P e p—
6.00 5.50 5.00 450 4.00 350 3.00 250 2.00 1.50 20.0
ppm

ppm
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B)S Cl4-p2)t 2% CHy-p2y
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Figura 2.5 - Espectros de RMN de 'H (A), "C (B) e *'P (C) do ligando L3 em D,0.

Como se pode observar na figura 2.5, L® apresentava no espectro de RMN de 'H um
multipleto a campo mais alto (1,72 ppm) correspondente aos protdes mais proximos do grupo acido
fosfonico (H? e H®). O protdo H(4), os protdes do grupo CH," e os dois grupos metilo do anel
pirazolilo originaram quatro singuletos a 5,79, 3,21, 2,10 e 2,00 ppm, respectivamente. No espectro
podemos ainda observar a presenca de trés tripletos entre 2,73 e 4,08 ppm.

0 espectro de RMN de *C de L3 também é coerente com a sua estrutura, pois apresentava a
um sinal referente ao carbono do acido carboxilico (C=0) a campo baixo (177 ppm), trés sinais
referentes aos atomos de carbono do anel pirazolilo (149 - 105 ppm), um tripleto desviado para
campo baixo devido ao carbono geminal do ALN (74 ppm), seis sinais distintos para os carbonos
etilénicos (57 - 21 ppm) e, finalmente, a campo mais alto apareciam as duas ressonancias devidas
aos grupos metilo do anel pirazolilo (12,2 e 10,2 ppm).

No espectro de RMN de *'P observa-se um Unico singuleto a 18,6 ppm.

O espectro de IV do composto L® apresentava as bandas caracteristicas do ligando,
nomeadamente uma banda intensa a 1685 cm’, atribuida & vibracdo de extensao v(C=0) do grupo
carboxilato, uma banda a 1261 cm™, atribuida a vibracdo de extenséo da ligacdo P=0 e outra a 1135

cm™ atribuida & vibracdo de extenséo da ligacdo P-OH, ambas do grupo acido fosfénico.

As formulacées propostas para L e L* foram também confirmadas por ESI-MS. Na figura 2.6,

apresenta-se o espectro de massa obtido no modo positivo para o composto L>.
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Figura 2.6 - ESI-MS do composto L* no modo positivo.

Da sua andlise pode-se concluir que a formulacdo proposta para o composto L* foi
confirmada por ESI-MS. O pico maioritario observado a m/z= 518,0, obtido em modo positivo,

corresponde ao ido molecular [M + H]".

A titulo de exemplo, mostram-se na figura 2.7 o espectro de RMN de "*C obtido para o

composto L2

2 x CH;
C(4-pz)
2xCH,
i
C(3/5-pz) CH
\ CH, / P,
\ )/CHZ
CHZ
C-OH
150 100 50 0
Figura 2.7 - Espectro de RMN de C para o composto L? em D,0. ppm

0 espectro de RMN de "C de L* embora apresente outros picos de menor intensidade é
coerente com a estrutura apresentada para L2, trés sinais a campo mais baixo referentes aos atomos
de carbono do anel pirazolilo (151 - 107 ppm), um sinal a 73 ppm referente devido ao carbono
geminal do ALN, sete sinais distintos para os carbonos etilénicos (63 - 24 ppm) e, finalmente, a
campo mais alto apareciam as duas ressonancias devidas aos grupos metilo do anel pirazolilo (14,2 e

12,0 ppm). No espectro de RMN de *'P observa-se um Unico singuleto a 18,4 ppm.
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2.2.2.1. Outras vias de sintese estudadas para L*

Como nao conseguiamos obter o ligando L? com rendimento razoavel e com elevado grau de
pureza, tentamos efectuar a sua sintese seguindo uma metodologia idéntica a utilizada para
preparar o Alendronato a partir do acido 4-aminobutirico. Esta aproximacao envolveu a
transformacdao do grupo funcional acido carboxilico em acido bisfosfonico. Contudo, esta

metodologia nao conduziu a formacao do produto desejado.

2.3. Sintese e Caracterizacao dos Complexos de Rénio: ReL1 e RelL3

Os complexos organometalicos fac-[Re(CO);(k3-L1)]" (ReL1) e fac-[Re(CO);(k>-L3)] (ReL3) foram
obtidos fazendo reagir respectivamente o ligando L' e L*® com o precursor fac-[Re(H,0);(C0O);]Br. O
precursor fac-[Re(H,0);(CO);]Br foi sintetizado a partir do complexo [ReBr(CO)s], de acordo com o

procedimento descrito na literatura.?"

Assim, de modo a avaliar a capacidade de coordenacéo dos ligandos L' e L* face a unidade fac-
[Re(CO);], fez-se reagir estes ligandos (L' e L®) com o precursor fac-[Re(H,0);(CO);]Br, numa

relacao molar de 1:1, como se indica no esquema 2.3.

OH, _|+
OH,

Mo, |

2 /'Re\
HO OH oc” | “eo
% OH co HQ  on PH
HO— ) RoH Ho—F don
o o D,0 o o
T= 80°C
o)
/\/N\/\
%//\'}l NN Y l}l/\/ \)I\OH
—N N~
—N 3
L
L1
HO OH
HO on OH PRy
/\P PI—OH HO/ﬁ l\j\_OH
HO = o Yo
o)
_|+
N\ o
N//\ /jN /N N/\/é
/ \ | 7N N FL .
N1y, w N (]
"Re’ /| S
/| ~N oc co
ocC co C
co
RelL1 RelL3

Esquema 2.3 - Sintese dos complexos Rel1 e Rel 3.
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2.3.1. Sintese dos complexos ReL1 e RelL3

As reaccoes de sintese dos complexos ReL1 e RelL3, foram conduzidas em tubo de RMN em
D,0, a pH 7 (ReL1) e pH 4 (ReL3) e a temperatura de 80°C. A formacao de ambos os complexos Rel1
e Rel3 foi seguida por RMN de 'H e 3'P.

Depois de um dia de reaccao, e apds arrefecimento a temperatura ambiente, as misturas
reaccionais foram purificadas numa coluna Sep-Pack C18, obtendo-se os compostos finais ReL1 e
ReL3 puros e sob a forma de p6 branco com rendimentos de 13% e 27%, respectivamente. Contudo,
a analise da mistura reaccional por RMN (ReL1 e RelL3) parecia indicar que ambos os complexos se
tinham formado com rendimentos relativamente elevados, o que pode ser indicativo de ter ocorrido
retencao dos complexos na coluna C18 durante a purificacao.

Os complexos ReL1 e RelL3 sdo estaveis face a oxidacdo bem como a hidrélise. Ambos os
complexos sao parcialmente sollveis em metanol e em agua e insollveis em solventes organicos

apolares (ex: acetonitrilo, diclorometano).

2.3.2. Caracterizacao dos complexos ReL1 e ReL3

A caracterizacao dos complexos ReL1 e ReL3 envolveu as técnicas espectroscopicas usuais
RMN de C (excepto RelL3), 'H e *'P, IV e espectrometria de massa (ESI-MS). Estes complexos foram
ainda analisados por HPLC.

A titulo de exemplo, na tabela 2.1 apresentam-se os dados espectroscopicos de RMN de *C
do complexo em estudo Rel1. A caracterizacdo do complexo RelL1 por "*C foi feita antes da sua
purificacao.

Tabela 2.1 - Dados de RMN de *C do complexo RelL1.

HO oH {(*1
W
o

g

jo-

N/_—L
b L)
oc/(ljo\oo

Formula de Estrutura

3 (Bc)
c=0 199,2; 198,5
C(3/5)pz 149,4; 141,8
C(4)pz 105,0
C-OH -
CHy 6200
CH3-pz 12,3; 10,3

*Nao foi possivel distinguir o sinal da linha de base
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No espectro de RMN de *'P do complexo ReL1 observa-se a presenca de um Unico singuleto a
um desvio quimico de 23,03 ppm, desviado para campo baixo relativamente ao ligando livre L1 (A =
4,33). O espectro de RMN de "H do complexo ReL1 apresenta um Unico singuleto, a 5,95 ppm (2H),
atribuivel aos dois protdes H(4) dos dois anéis de pirazolo, e dois singuletos a 2,14 ppm (6H) e 2,05
ppm (6H), devidos aos quatro grupos metilo. Estas observacdes indicam que os dois anéis de pirazolo
sao quimicamente equivalentes e que, por esse motivo, o complexo ReL1 tem um plano de simetria.
O espectro inclui ainda trés multipletos para os oito protdes da cadeia alifatica que une os dois
anéis aromaticos (4,38 ppm, 3,58 ppm e 3,29 ppm). Todos os sinais se encontram desviados para
campo baixo relativamente ao ligando livre. E ainda possivel observar as ressonancias devidas aos
protoes referentes ao ALN (3,06 ppm (2H) e 1,97 ppm (4H)). Este resultado indica que a unidade
bisfosfonato ndo se encontra envolvida na coordenacdo ao centro metalico, apesar de ser
potencialmente coordenante.

No espectro de RMN de "C do complexo ReL1 foi possivel observar as ressonancias
esperadas para o anel pirazolilo [C(3/5)pz] (6 149,4 e 6 141,8 ppm) e 6105,0 ppm para C(4)pz. Os

ligandos carbonilo (C=0), tém sinais de muito baixa intensidade aparecendo a 199,2 e 198,5 ppm.

0 espectro de RMN 'H do complexo ReL3 apresentava um singuleto (5,99 ppm) atribuido ao
protao H(4) do anel pirazolilo e dois singuletos com desvios quimicos a 6 2,13 e 2,29 ppm, devidos
aos grupos metilo das posicoes 3 e 5 do mesmo anel. Observaram-se ainda quatro multipletos
devidos aos seis protdes diastereotdpicos da cadeia carbonada alifatica do ligando L3. O sinal
referente aos protdoes do ALN ligados a amina central foram desviados para campo baixo, enquanto
que as ressonancias devidas aos grupos CH, do ALN (1,80 ppm, 4H) mais proximas da unidade
bisfosfonato ndo sofreram desvio significativo face as mesmas ressonancias nos respectivo ligando L3
(1,72 ppm, 4H). Este resultado confirma que a unidade bisfosfonato, apesar de possuir grupos
potencialmente coordenantes, nao se encontra envolvida na ligacdo ao centro metalico.

No espectro de RMN de *'P observa-se um Unico singuleto a 18,3 ppm (figura 2.8 B).

Ambos os complexo ReL1 e ReL3 foram também caracterizados por espectroscopia de IV. A
caracteristica mais significativa destes espectros € a presenca de bandas atribuiveis as vibracoes de
extensao v(C=0), a frequéncias na regido de 2020 cm™ e 1820 cm™ e 2026 - 1891 cm™, para os
complexos RelL1 e Rel3, respectivamente, o que é indicativo da presenca da unidade fac-[Re(CO)s]".
Estas bandas apresentam um perfil caracteristico do arranjo facial dos grupos carbonilo. O facto de
surgirem ligeiramente desviadas para frequéncias superiores relativamente ao precursor fac-
[Re(H,0);(CO);]Br (2000, 1869 cm™), indica-nos que existe coordenacio ao centro metalico.

A caracterizacao de complexo ReL3 por espectroscopia de IV permitiu ainda confirmar a
coordenacdo do grupo carboxilato, uma vez que a banda v(C=0) aparece centrada a 1617 cm™,

desviada (A = 68 cm™) para frequéncia mais baixa comparativamente ao ligando livre.
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A formulacao proposta para os complexos ReL1 e ReL3 foi também confirmada por ESI-MS.
A titulo de exemplo na figura 2.8 apresentam-se os dados espectroscopicos de RMN *'P do complexo
de Rel1, bem como o seu respectivo espectro de massa. O pico maioritario observado a m/z= 698,0,
obtido em modo negativo, corresponde ao iao molecular [M - H]".

Intens.
698.1

[M - HY

A) !
\\ B)

1250:

500
7201

250
4471 4922 L

1) NN DTS AJJJ, VRS LxA_a..Lu FISPRTNIRPETS WOt NUUTRT | T .JL..AL_JL ™

400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 mz

Figura 2.8 - Espectros de Massa obtido em modo negativo (A) e de RMN de 3'P (B) do complexo Rel3, em D,0.

2.3.3. Sintese e Caracterizacdo do complexo de **™Tc(l): TcL1 e TcL3

Como foi visto atras, os ligandos L' e L® permitiram estabilizar um complexo de Re(l) estavel
face a oxidacao e hidrolise, com uma estrutura bem definida. Tendo em conta este comportamento
favoravel decidiu-se estudar a possibilidade de preparar os complexos analogos com *™Tc, com o
objectivo de avaliar o interesse destes ligandos funcionalizados com alendronato para o

desenvolvimento de radiofarmacos para deteccao de metastases osseas.

Preparacdo do precursor organometalico fac-[**"Tc(H;0)5(C0O);]*:

Os complexos de *™Tc(l) foram preparados em meio aquoso a partir do precursor fac-
[®™Tc(H,0)3(CO);]". Este precursor organometalico é preparado num Unico passo por reducdo do
Na[*™Tc0,], eluido de um gerador de *Mo/**"Tc com soro fisiolégico, com boranocarbonato de
potassio (K,(H3BCO;]). O boranocarbonato de potassio, em meio alcalino, funciona simultaneamente

como redutor do metal e como fonte de monoxido de carbono.
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Esquema 2.4 - Sintese do precursor organometdlico fac-[*"Tc(H,0)3(CO)s]*

A disponibilidade de um “kit” liofilizado contendo os reagentes necessarios a sintese
permite a obtencdo do precursor fac-[*"Tc(H,0)3(C0O);]", com elevado rendimento e elevada pureza
radioquimica. Este procedimento envolve a adicdo de Na[**"TcO,] eluido do gerador ao kit, seguida
de aquecimento a 100°C durante 30 minutos. Apds a reducdo do *"Tc(VIl) a *™Tc(l), que decorre
em meio alcalino, o excesso de boranocarbonato é destruido por neutralizacdo com uma solucao de
HCl. A pureza radioquimica do precursor foi confirmada por RP-HPLC, imediatamente antes da

preparacao dos complexos.

1 tr=6,5 min

Radinactividade
1

rrrrrrru1T I rrrrrrru1T I rrrrrrru1rT I
0 10 20 30
Tempo (min)

Figura 2.9- Radiocromatograma do precursor fac-[*™Tc(H,0)3(CO)s]*

Os complexos de *™Tc, TcL1 e TcL3, foram obtidos fazendo reagir o precursor fac-
[®™Tc(H,0)3(CO);]" com os ligandos L' e L3, respectivamente (esquema 2.5). As condicdes
reaccionais, para a sintese dos complexos de *™Tc, foram optimizadas em relacdo a concentracdo
final de ligando (L' ou L%), tempo, temperatura de reaccdo, e ainda o pH de marcacdo. Esta
optimizacao, teve como base as condicdes mais favoraveis encontradas previamente no grupo para a

sintese de complexos de *™Tc com ligandos analogos contendo a unidade pirazolo.
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Esquema 2.5 - Sintese dos complexos fac-[*™Tc(C0)s-L'] (TcL1) e fac-[*™Tc(CO)s-L*] (TcL3)

O complexo radioactivo, fac-[*™Tc(CO);-L']", (TcL1) foi obtido a pH fisioldgico, apds
aquecimento a temperatura de 100°C durante 30 minutos, utilizando uma concentracédo final de
ligando L1 de 10 M. Nestas condicées, o complexo TcL1 foi obtido com bom rendimento e pureza
radioquimica (>90%).

Para obter o complexo radioactivo, fac-[*™Tc(C0O);-L*], (TcL3), foi necessario ajustar o pH
do precursor, fac-[99mTc(H20)3(C0)3]+, a pH 4 e aquecer a 100°C durante 45 minutos, utilizando uma

concentracdo final de ligando L? de 107 M.

Tal como referido anteriormente, a caracterizacdo dos complexos de *™Tc nao pode ser
efectuada pelos métodos usuais em quimica inorganica, devido as baixas concentracdes dos
complexos de *™Tc em solucdo. Assim, admite-se que os complexos de *™Tc tenham a mesma
estrutura dos seus analogos de Re se apresentarem idéntico comportamento cromatografico, quando
analisados por HPLC, nas mesmas condicdes experimentais. Um detector de radiacdo y permite a
deteccdo dos complexos de *™Tc e um detector de radiacéo ultravioleta-visivel (UV/Vis) permite a
deteccdo dos complexos de Re. Deste modo, a estrutura dos complexos de *™Tc (TcL1 e TcL3) foi
estabelecida por HPLC comparando o seu tempo de retencdo com o dos complexos analogos de
rénio, ReL1 e ReL3, respectivamente (tg (TcL1)= 15,70 min; tz (ReL1)= 15,52 min; tg (TcL3)= 10,60
min; tg (ReL3)= 10,58 min). Na figura 2.10 apresentam-se os cromatogramas de HPLC do complexo
TcL3 e Rel3.
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Rel3

Figura 2.10 - Cromatogramas de HPLC dos complexos TcL3 (deteccao y) e ReL3 (deteccao UV).

A pureza radioquimica dos complexos de *™Tc foi determinada por HPLC de fase reversa e
por cromatografia em ITLC-SG (cromatografia instantanea de camada fina, em silica-gel). Os
radiocromatogramas obtidos apds eluicdo em Acetona (Radiocromatograma A) ou em Metanol/HCL 6

N (95/5) (Radiocromatograma B) sao apresentados na figura 2.11.

Figura 2.11 - Radiocromatograma de TcL3 em (A) MeOH/HCL 6 N (95/5) e (B) Acetona.

No sistema cromatografico A (ITLC-SG/Acetona) o complexo TcL3 tem R:;=0 e as espécies
radioquimicas [**™Tc04] e fac-[*™Tc(H,0)3(CO);]* tém R¢= 1. No sistema cromatografico B (ITLC-SG/
Metanol/HCL 6 N (95/5)) o complexo TcL3 tem Rs=1 e as espécies coloidais tém Rs= 0.

A analise dos radiocromatogramas A e B, permitiu-nos concluir que o complexo TcL3 tem
uma pureza radioquimica superior a 97% nao sendo detectada a presenca de coldides.

A pureza radioquimica determinada por HPLC de fase reversa foi ligeiramente inferior

(aproximadamente 94%), possivelmente devido a retencdo do complexo radioactivo na coluna.

42



2.4. Avaliacéo Biolégica do Complexo de **™Tc(l) - TcL3

2.4.1. Estudos in vitro

2.4.1.1. Estabilidade em tampéao fosfato salino pH 7,4 e em Soro Humano

Os estudos de estabilidade in vitro indicam se os complexos de *™Tc tém a capacidade de
se manter intactos em condicdes aquosas e fisioldgicas, o que é um requisito essencial para a sua
utilizacdo no desenvolvimento de radiofarmacos. Por outro lado, permitem prever a estabilidade
dos complexos de *™Tc in vivo, face a reoxidacdo e transquelatacdo do ligando por substratos
bioldgicos que apresentem afinidade para o metal. Estes ligandos bioldgicos podem ser proteinas,
aminoacidos ou outras moléculas presentes em circulacdo ou nos tecidos. Procedeu-se assim ao
estudo da estabilidade in vitro do complexo TcL3 em condicbes fisioldgicas. Os meios fisiologicos
testados foram o tampao fosfato salino (PBS pH 7,4) e o soro humano (SH).

O complexo TcL3 foi incubado em PBS, a pH 7,4 e a 37 °C. A solucao foi analisada por HPLC,
ao longo do tempo (1, 6 e 24 horas), verificando-se que o complexo TcL3 é estavel, ndo sofreu
reoxidacdo a [*"Tc0O,] ou outros processos de degradacéo.

Para os ensaios realizados em soro humano adicionaram-se 50 pl da solucao do complexo
radioactivo TcL3 a 500 pl de soro humano e colocou-se a incubar a 37 °C. Aliquotas de 50 pl da
mistura reaccional foram sendo retiradas ao longo do tempo (1, 2, 4 e 24 horas), tratadas com

etanol, para precipitacdo das proteinas, centrifugadas e o sobrenadante foi analisado por HPLC.

C) ApGs 6 hora
de incubagdo
em PBS
_I'hJ
B) Apés 1 hora
de  incubagdo
em PBS
PR
o B ) o
Y
NN
‘I-L
| N
<
—N
M MEMEEEIEREX XXX

tempo (min)

Figura 2.12 - Cromatogramas de HPLC de TcL3 (deteccéo y), antes de incubar (A), apds 1 hora e 6 horas de incubacao em
PBS pH 7,(B e C respectivamente).
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Tal como se pode observar pela figura 2.12, o composto demonstrou ser estavel ao longo do
tempo, pois ndo se observou decomposicdo ou reoxidacao a pertecnetato por HPLC. A titulo de
exemplo, apresentam-se os cromatogramas de HPLC obtidos para o complexo TcL3 antes de incubar

(fig. 2.12 A), apos 1 hora e 6 horas de incubacao em PBS (fig. 2.12 B e C respectivamente).

Na figura 2.13 apresentam-se os cromatogramas de HPLC obtidos para o complexo TcL3

apos 1, 4 e 6 horas de incubacdo em soro humano (B e C respectivamente).

6 horas
4 horas
1 hora
0 5 10 15 20 25
tempo (min)

Figura 2.13 - Cromatogramas de HPLC de TcL3 (deteccao y), apos 1 hora, 4 e 6 horas de incubacdo em soro humano (A e B
respectivamente)

Estes resultados incentivaram a realizacao dos estudos bioldgicos in vivo e a avaliacao deste

complexo em termos de afinidade para o osso, fixacao em érgdo nédo alvo e excrecao.

2.4.1.2. Ligacao as Proteinas Plasmaticas

A determinacdo da percentagem de ligacao as proteinas plasmaticas é também importante
pois afecta a distribuicdo bioldgica dos compostos e a sua fixacao nos orgaos alvo.

Esta ligacao foi determinada pela razao entre a radioactividade presente no precipitado
(fraccao proteica), apos precipitacdo das proteinas com etanol e separacdo do sobrenadante, e a

radioactividade total da amostra.

100,0

99,0

98,0
TclL3

97,0

%Ligacao as Proteinas
Plasmaticas

96,0 T T .
1 2 3

tempo (h)

Figura 2.14 - Ligacdo do complexo TcL3 as proteinas plasmaticas.
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O complexo complexo TcL3 apresenta uma rapida e elevada ligacdo as proteinas, tendo-se
obtido uma percentagem de ligacdo de 96% apds 1h de incubacdo a 37 °C. Esta elevada ligacdo as
proteinas pode ser considerada um aspecto relativamente negativo, uma vez que pode contribuir
para um perfil farmacocinético desfavoravel, com diminuicdo das taxas de eliminacdo sanguinea e
de excrecao do complexo. No entanto, ha que referir que esta ligacao pode ser reversivel, tal como
verificado por exemplo para o radiofarmaco renal aprovado para uso clinico *™Tc-MAG;. Este
radiofarmaco tem uma elevada ligacdo as proteinas plasmaticas, cerca de 90% apos injeccao
intravenosa, mas apresenta uma rapida eliminacdo renal via secrecao tubular, o que reflecte a
reversibilidade da sua ligacdo as proteinas pois apenas o complexo nao ligado pode sofrer secrecao

ao nivel dos tubulos renais. !

2.4.1.3. Adsorcao a Hidroxiapatite

Como ja foi referido anteriormente a HA é o principal componente da matriz inorganica do
o0sso. Deste modo, o objectivo dos estudos de adsorcao a HA, consistiram em avaliar se a afinidade
do aminobisfosfonato ALN para o osso, foi afectada pela incorporacdo do complexo organometalico.
Os ensaios de adsorcdo do complexo TcL3 a HA, apos 1h de incubacao a 37°C, em funcdo da massa

de HA (2,5 mg, 10 mg, 20 mg e 50 mg) permitiram obter os resultados apresentados na figura 2.15.

100

H— 4
80

60

40 =¢—TcL3

Adsorcéo [%]
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o

20 40 60
Hidroxiapatite [mg]

Figura 2.15 - Percentagem de ligacdo de TcL3 a HA (1 h de incubacéo a 37°C) (n=3).

A analise dos resultados de adsorcao apresentados na figura 2.15, permitiu concluir que a
cinética de ligacdao do complexo TcL3 a HA é rapida, atingindo um valor acima de 90% quando
utilizamos 20 mg de HA. No entanto, com 10 mg de HA ja se observa uma ligacao da ordem dos 89%,
pelo que se optou por estudar a adsorcdo do complexo de ™ Tc em estudo a apenas 15 mg de HA

em funcao do tempo de incubacao (tabela 2.2).
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Tabela 2.2 - Percentagem de ligacao a 15mg de HA, determinada para o complexo TcL3, em funcao do tempo de incubacao a

37°C
tempo (h) % Ligacao a HA
0 88,29 + 0,31
1 90,92 + 0,12
2 92,31 £ 0,17
4 91,35+ 0,15

A analise dos resultados de adsorcdo a HA obtidos em funcao do tempo de incubacao (0, 1, 2
e 4 horas) permitiu concluir que, o processo de ligacao do complexo TcL3 a HA é muito rapido. Ao
fim de 1h de incubacdo verificamos que a percentagem de ligacdo & HA é superior a 90%. Este
resultado parece indicar que o complexo TcL3, vectorizado com o alendronato, mantém elevada

afinidade para o osso.

2.4.1.4. Determinacéo da Lipofilia

A lipofilia do complexo TcL3 foi determinada estudando a particdo deste complexo no
sistema bifasico n-octanol/tampao fosfato pH=7,4, pelo método de shake flask.* Resumidamente,
os complexos de *™Tc foram adicionados a uma mistura de n-octanol e PBS. Apés agitacdo,
procedeu-se a centrifugacdao para uma separacao eficiente das fases. Seguidamente, recolheram-se
aliquotas de cada uma das fases e mediu-se a actividade num contador gama. A uma aliquota da
fase que tinha maior actividade (fase organica) foi adicionado PBS e voltou-se a agitar, a separar as
fases e a ler a actividade de cada uma delas. O coeficiente de particdo (Do/s) € a razao entre a
actividade da fase organica e a da fase aquosa. Este método de determinacdo da lipofilia de
compostos radioactivos tem a vantagem de ser relativamente expedito, mas apresenta a
desvantagem de exigir compostos de elevada pureza radioquimica. Os resultados obtidos foram
expressos sob forma de Log Do, (pH=7,4).

Analisando os resultados apresentados na tabela 2.3, conclui-se que o complexo TcL3

apresenta caracter hidrofilico acentuado.

Tabela 2.3 - Valores de Log Do,s determinados para o complexo de *™Tc (TcL3)

Actividade |, \;\idade média
Complexo média lida li Do/a Log Do/a £ s
ida PBS (cpm)
octanol (cpm)
TcL3 7877 1200910 0,0065592 -2,18 + 0,02
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2.4.2. Estudos in vivo
2.4.2.1. Biodistribuicao

O comportamento biologico do complexo TcL3 foi estudado em ratinhos fémea Balb-c, para
avaliar a sua biodistribuicdo, farmacocinética e estabilidade in vivo. Para além de verificar a
afinidade do complexo para o o0sso e a sua fixacdo em 6gaos ndo alvo, pretendeu-se também, com
este estudo, determinar a taxa de depuracao sanguinea e identificar as vias de excrecao envolvidas
na eliminacdo do composto, parametros que sdo muito importantes no desenvolvimento de
radiofarmacos. De uma maneira geral, a taxa de depuracao sanguinea deve ser rapida o suficiente
para evitar irradiacao excessiva do paciente, mas lenta o suficiente para permitir que o complexo
esteja em circulacdo o tempo necessario para que atinja o local alvo.

O estudo da biodistribuicao de TcL3 envolveu a injeccao intravenosa de 100 pL (225 - 307
pCi) do complexo radioactivo TcL3, através da veia da cauda, em ratinhos fémea Balb-c (13 - 19 g).
Os animais foram sacrificados a trés tempos diferentes (1, 4 e 6,5 h p.i.) e os 6rgaos removidos,
pesados e a sua actividade medida. Os resultados de biodistribuicao foram expressos em
percentagem de dose injectada por orgao total (% A.l./6rgao) (tabela 2.4) e ainda por grama de
orgao (% A.l./g 6rgao) (tabela 2.5). A fixacdo de TcL3 nos 6rgaos mais relevantes é apresentada na
figura 2.16 sob a forma de histograma. A excrecao foi assumida como a diferenca entre a actividade
administrada e a actividade medida imediatamente apos sacrificio. A actividade total no sangue,
osso e musculo foi calculada considerando que estes 6rgaos correspondem a 6, 10 e 40% do peso

total do animal, respectivamente.

Tabela 2.4 - Resultados de biodistribuicdo (% A.l./6rgao) e excrecao total (%A.l.) apoés administracdo do complexo TcL3 em
ratinhos Balb-c

1h 4h 6,5 h
Sangue 6,2+1,9 1,07 £ 0,09 0,63 + 0,04
Figado 5,9+0,3 2,7+0,2 1,2+£0,3
Intestino 6,3+0,9 9,0 +1,1 9,7+1,9
Baco 0,03 + 0,01 0,024 + 0,002 0,02 + 0,01
Coracao 0,06 + 0,04 0,024 + 0,003 0,02 + 0,01
Pulmao 0,14 + 0,02 0,08 + 0,01 0,07 + 0,01
Rim 0,86 + 0,06 0,61 + 0,04 0,42 + 0,06
Musculo 3,0£0,7 2,320,1 0,6 +0,2
Osso 14,8 + 2,4 19,3 + 1,6 14,1 + 1,6
Estomago 0,54 + 0,07 0,4+0,2 0,4+0,2
Excrecao Total (% A.l.) | 54,0 + 4,6 57,6 + 2,8 65,3 + 2,7
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Como se pode observar nas tabelas/histogramas apresentados, a biodistribuicao do
complexo radioactivo TcL3, em ratinhos Balb-c, revelou uma elevada fixacdo ossea e um longo
tempo de permanéncia neste tecido. A acumulacao preferencial no osso é relativamente rapida
(9,3% A.l./g orgao 1h p.i.), atingindo o maximo as 4h apo6s administracao (12,1 + 0,7% A.l./g 6rgao).
A acumulacao selectiva no osso, esta de acordo com elevada afinidade do complexo radioactivo
para a HA, determinada in vitro.

O complexo TcL3 apresenta uma depuracdo sanguinea relativamente lenta uma vez que ao
fim de 1 h ainda temos muita actividade em circulacao (6,4; 1,11 e 0,62% A.l./g 6rgdo, a 1, 4e 6,5
h p.i., respectivamente). Este resultado reflecte a elevada taxa de ligacdo as proteinas plasmaticas
determinada nos ensaios in vitro (seccao 2.4.1.2).

Relativamente as vias de excrecao, a eliminacao renal é vantajosa na medida em que é mais
rapida e contribui para melhorar a razao alvo/fundo na regiao abdominal. Para compostos
hidrofilicos, como é o caso de TcL3, é de esperar que a eliminacdo ocorra preferencialmente pela
via renal. Como esperado, a excrecao deste complexo ocorreu preferencialmente pela via renal,
mas também foi eliminado pela via hepatobiliar (1 h p.i. € visivel acumulacdo moderada de

actividade no figado e no intestino (5,9 e 6,3% A.l./ 6rgao, respectivamente).

Tabela 2.5 - Resultados de biodistribuicdo (% A.l./g drgao) ap6s administracdo do complexo TcL3 em ratinhos Balb-c

1h 4 h 6,5 h
Sangue 6,4 + 2,1 1,11 £ 0,06 0,62 + 0,04
Figado 6,2+1,2 2,7+0,4 1,2+ 0,1
Intestino 3,2+0,4 45+0,7 4,7 +0,7
Baco 0,4+0,2 0,25 + 0,06 0,3+0,2
Coracao 0,5+0,3 0,17 + 0,07 0,17 + 0,06
Pulmao 1,0 £ 0,1 0,4 +0,1 0,5+0,1
Rim 3,2 £0,5 1,9+0,6 1,3+0,4
Musculo 0,5+0,2 0,36 £ 0,04 0,09 + 0,02
Osso 9,3 +2,1 12,1 £ 0,7 8,4+1,5
Estomago 6,4 + 2,1 1,11 £ 0,06 0,62 + 0,04
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Biodistribuicdo em ratinhos Balb-c
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Figura 2.16 - Fixacdo nos orgdos mais relevantes para o complexo TcL3.

Ha ainda a referir que a actividade retida no estomago é baixa, indicando que o complexo é
estavel in vivo ndo sofrendo reoxidacéo a [**"TcO,], que apresenta uma elevada afinidade para este
orgao. Para uma melhor visualizacao da variacdo da fixacdo 6ssea ao longo do tempo na figura 2.17

apresenta-se um histograma com a percentagem da fixacao dssea expressa em %A.l./g orgao.

Fixacdo 6ssea

15
210
<
> 5
O T T
1 4 6,5
tempo [h]

Figura 2.17 - Percentagem de Fixacdo dssea do complexo TcL3 em funcédo do tempo.

Da analise dos dados apresentados na figura 2.17, concluimos que em ratinhos Balb-c o
complexo TcL3 apresenta uma elevada fixacao ossea. A maior acumulacao no osso verifica-se as 4h
p.i. (12,1% A.l./g 6rgao). Este valor de acumulacao diminui para 8,4% A.l./g 6rgao ao fim de 6,5

horas p.i.

6,5
<
S 4
g Osso / Musculo
-
1 M Osso / Sangue

0 50 100 150

Razdo osso / 6rgdo ndo alvo

Figura 2.18 - Razdo de actividade no 6rgao alvo (0sso) vs drgdo nao alvo para TcL3 em ratinhos Balb-c.
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Na figura 2.18 apresentam-se as razdes 0sso/sangue e 0sso/musculo, para o complexo TcL3,
em ratinhos Balb-c. De um modo geral, para esta estirpe de ratinhos, observamos um aumento
dessas razdes em funcao do tempo.

Apesar da elevada fixacdo Ossea observada para o complexo TcL3, a lenta depuracao
sanguinea deste complexo conduz a uma razao entre a actividade no 6rgdao alvo (osso) e a
actividade no sangue (razdo osso/sangue), relativamente baixa. Contudo, a razao osso/sangue vai
aumentando ao longo do tempo devido a retencdo do complexo no érgao alvo (osso) e eliminacao
lenta do sangue.

A razdo osso/musculo é mais elevada, principalmente as 6,5h apo6s administracéo,

reflectindo uma depuracao muscular mais rapida.

2.4.2.2. Estabilidade no sangue e na urina

Foram ainda realizados estudos de estabilidade in vivo através da analise por HPLC de
amostras de sangue e urina, retiradas dos animais ao fim de 1h p.i. Antes da analise por HPLC, a

urina e o sangue foram convenientemente tratados tal como descrito na seccao 4.2.2.

hy
\‘i"‘" it l%.
' ‘-‘l"!JJ;, d J!“,-. Ll ®
s \ fLﬁ j‘"@"le"ﬁ."'{“F"?\t'J.*’«.“‘"\“\!"}U" Wl Sangue

ST VRSPRI PP 7Y S Urina

B I B T L S T T T T | 99mTcL3
a 5 10 15 20 25

Figura 2.19 - Cromatogramas de HPLC da preparacao inicial do complexo TcL3, da urina e do sangue de ratinhos recolhidos
1h p.i deste complexo (deteccao y)

Como se pode constatar pelos cromatogramas apresentados na figura 2.19 para o sangue e
para a urina, observa-se que a actividade em circulacao corresponde quase exclusivamente ao
complexo TcL3, mesmo ao fim de 1h apds administracdo. A auséncia de metabolitos na urina indica
que o complexo TcL3 nao é oxidado nem sofre metabolizacao in vivo.

Para além disso, o facto de o complexo se manter intacto na circulacao sanguinea significa
que podera atingir o o6rgao/tecido alvo (osso) na forma quimica pretendida, potenciando a sua

fixacao dssea.
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2.4.3. Comparacdo com o **™Tc-MDP

Tal como ja se referiu anteriormente o **"Tc-MDP é um dos radiofarmacos em utilizacio
clinica para o diagnéstico de metastases Osseas, como tal, é deveras importante comparar os
resultados obtidos para o complexo de *™Tc (TcL3) com este radiofarmaco, de forma a
percebermos de facto se este complexo pode ser ou nao promissor para aplicacao clinica ao nivel do
diagnéstico.

0 **™c-MDP foi avaliado in vivo também em ratinhos Balb-c e na figura 2.20 apresentam-se
esses resultados sob a forma de histograma, juntamente com os resultados de biodistribuicao (%

A.l./ g 6rgao) obtidos para TcL3, ja descritos anteriormente.
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Figura 2.20 - Biodistribuicao (%A.l./g 6rgao) de TcL3 e ™ Tc-MDP em ratinhos Balb-c.
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Figura 2.21 - Percentagem de Fixacao dssea do complexo TcL3 e *™Tc-MDP em funcéo do tempo.

Da analise dos dados apresentados nas figuras 2.20 e 2.21, concluimos que em ratinhos Balb-

¢, o complexo *™Tc-MDP é o que apresenta maior fixacdo 6ssea.

Relativamente a excrecao total em ratinhos Balb-c (figura 2.22) os valores determinados
para os dois complexos **™Tc-MDP e TcL3 sao semelhantes.

A excrecao total observada apos a injeccao de TcL3 (54,0 % A.l.; 57,6 % A.l.; 65,3 % A.l.; 1h,
4h e 6,5h p.i., respectivamente), nos ratinhos Balb-c, foi relativamente mais elevada
comparativamente a excrecdo observada apds injeccao do **™Tc-MDP (49,0 % A.l.; 56,8 % A.l.; 59,7

% A.l.; 1h, 4h e 6,5h p.i., respectivamente).
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Figura 2.22 - Excrecéo total (%A.l.) do s complexo TcL3 e *™Tc-MDP, em ratinhos Balb-c, em funcdo do tempo.

Na figura 2.23 apresentam-se as razoes 0sso/sangue e osso/musculo, para os complexos
TcL3 e **™Tc-MDP, em ratinhos Balb-c. De um modo geral, para ambos os complexos, observa-se um

aumento dessas razdes em funcao do tempo.
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Figura 2.23 - Razdo de actividade no 6rgéo alvo (0sso) vs 6rgao nao alvo para TcL3 e ™ Tc-MDP em ratinhos Balb-c.

A analise dos resultados demonstra que, a razio entre a actividade no 6rgao alvo (0sso) e a
actividade no sangue (razao osso/sangue), é significativamente mais elevada para o *™Tc-MDP.

Relativamente a razdo osso/musculo, o **™Tc-MDP apresenta um valor superior a 1 e 4h p.i.,
contudo as 6,5h p.i. o complexo TcL3 apresenta uma razdo osso/musculo significativamente

superior.

2.4.4. Estudos em linhas celulares
A avaliacdo de citotoxicidade dos ligandos L' e L*, bem como dos seus respectivos complexos de
rénio ReL1 e RelL3 foi efectuada pelo método de reducao do MTT. Assim, foi avaliada a capacidade
dos compostos L', L?, ReL1 e ReL3 para inibirem a proliferacéo celular de células MDAMB231, uma

linha celular derivada da mama humana com caracteristicas metastaticas.
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0 método de MTT avalia a viabilidade celular através da actividade metabdlica das células
quantificando a reducdo do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) por
desidrogenases mitocondriais, que sao enzimas localizadas na membrana mitocondrial das células
viaveis e que estdo envolvidas na fosforilacdo oxidativa, no que resulta a producdo de cristais de
formazan, no interior das células. Estes cristais podem ser dissolvidos com solventes organicos,
como por exemplo o DMSO, permitindo a sua quantificacdo por espectrofotometria. (Mossman,
1983). A viabilidade celular é proporcional a reducdo de MTT.

Resumidamente, as células foram incubadas com diferentes concentracdes dos compostos em
estudo (0,2 - 200 pM). Seguidamente, o meio foi removido e as células foram incubadas com uma
solucdo de MTT em PBS. Apds a remocao do meio foi adicionado DMSO e a absorvancia foi medida
num espectrofotometro de placas (Power Wave Xs, Bio-TeK) a 570 nm.
através da determinacao do ICsy, que é a concentracao de composto necessaria para provocar 50%
de inibicao na proliferacao celular, no entanto os resultados obtidos nao nos permitiram tracar

curvas de inibicao de forma a determinar o valor de ICsq para os compostos em estudo (figura 2.24).
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Figura 2.24 - Inibicio da proliferacdo de células MDAMB231em funcio da concentracio de (A) L' e ReL1 e (B) L’e
RelL3

Da analise dos resultados apresentados na figura 2.25, podemos concluir que nenhum dos
compostos estudados (L', L3, ReL1 e Rel3) apresenta citoxicidade para esta linha tumoral. Para
além disso, ao compararmos os resultados obtidos destes mesmos compostos com os do Alendronato
(figura 2.25) nas mesmas condicdes, verificamos que o acoplamento do ALN aos ligandos (L' e L%), e

respectivos complexos (ReL1 e RelL3), parece diminuir a citoxicidade dos mesmos.
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Figura 2.25 - Inibicdo da proliferacao de células MDAMB231em funcdo da concentracdo de ALN.
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Capitulo 3
CONCLUSOES E PERSPECTIVAS






3. Conclusées e Perspectivas

Muitos doentes oncoldgicos em estadio avancado desenvolvem metastases Osseas,
normalmente associadas a episddios de dor, apresentando elevada morbilidade e mortalidade.

Actualmente, o diagndstico das metastases Osseas € efectuado recorrendo a técnicas de
imagem utilizando radiofarmacos marcados com **™Tc, tal como o *™Tc-HDP e o *™Tc-MDP.

De forma a aumentar a sobrevivéncia dos pacientes com metastases Osseas e
proporcionando-lhes uma melhor qualidade de vida, nomeadamente pelo alivio da dor oOssea e
prevenindo a probabilidade de ocorréncia de fracturas patologicas, conservando deste modo a
mobilidade, tem-se procurado métodos terapéuticos de forma a tratar as metastases osseas. Opgoes
terapéuticas sao a radioterapia externa, bisfosfonatos (BP), quimioterapia, cirurgia e radiofarmacos
com afinidade para o osso como o ['®/'%Re]HEDP.

Tal como ja foi referido anteriormente, os radiofarmacos **"Tc-HDP, “™Tc-MDP e
[188/18Re]HEDP, em utilizacdo clinica, apresentam algumas limitacées, como tal tem-se procurado
desenvolver novos radiofarmacos potencialmente Uteis para imagiologia ou terapia de metastases

osseas.

O objectivo principal do trabalho apresentado nesta tese consistia em encontrar novos
radiofarmacos potencialmente Uteis para Imagiologia Ossea.

A estratégia aplicada na concepcdo de novos radiofarmacos especificos para o osso foi a
chamada aproximacao bifuncional. Nesta aproximacao utilizou-se um ligando bifuncional que
continha um conjunto de atomos doadores cuja funcdo era a estabilizacdo do metal, e permitia a
introducao de um grupo funcional com afinidade para o osso.

Deste modo, a primeira parte do trabalho incidiu sobre a preparacao de novos ligandos
bifuncionais que possuiam uma unidade quelante do tipo pirazolo-amina-pirazolo, pirazolo-diamina
e pirazolo-aminocarboxilato para estabilizacdo do fragmento metdlico, e uma unidade com
capacidade osteotropica (bisfosfonato - Alendronato) (L' - L?). Os compostos L' - L® foram
sintetizados e caracterizados pelas técnicas espectroscopicas usuais, embora o ligando L? ndo tenha
sido isolado completamente puro.

Os ligandos L' e L® foram utilizados para sintetizar complexos do tipo fac-[Re(CO); (k3*-L")]*
(ReL1) e do tipo fac-[Re(CO); (k*-L%)] (ReL3) que foram caracterizados pelas técnicas analiticas
usuais em quimica inorganica.

A reaccédo de fac-[Re(H,0);(CO);]Br com os ligandos L' e L* origina compostos monoméricos
em que os ligandos coordenam ao centro metalico de forma tridentada, ndo havendo interaccao

entre a unidade bisfosfonato e o metal.
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Os resultados promissores obtidos para os complexos de Re(l) com ligandos derivados de
pirazolo motivou a realizacdo de estudos ao nivel de *™Tc. Para estes estudos, escolheram-se os
ligandos previamente sintetizados L' e L3.

Em meio aquoso, a reaccdo dos ligandos L' e L* com o precursor fac-[**"Tc(H,0)3(CO);]"
originaram os complexos de tricarbonilo de *™Tc(l), TcL1 e TcL3 com elevado rendimento e pureza
radioquimica. Estes complexos de *™Tc(l) foram identificados por HPLC de fase reversa por
comparacao dos seus tempos de retencao com os tempos de retencdo dos complexos analogos de
Rénio. Os complexos de *"Tc foram detectados através da emissdo de radiacdo y enquanto a

deteccao dos complexos de Re foi efectuada por ultravioleta-visivel (UV/Vis) a 254 nm.

A avaliacao in vitro do complexo TcL3 mostrou que se trata de um composto hidrofilico e
estavel face a oxidacdo aerobia. O estudo de ligacdo a Hidroxiapatite permitiu concluir que a
cinética de ligacdo do complexo TcL3 a HA é muito rapida, atingindo um valor acima de 90% quando

utilizamos 20 mg de HA.

Estudos de biodistribuicao em ratinho Balb-c revelaram que o complexo TcL3 apresenta uma
elevada fixacao déssea, com um longo tempo de permanéncia neste tecido. A maior acumulacao no
osso verifica-se as 4h p.i. (12,1% A.l./g 6rgao). No entanto, o facto de apresentar uma depuracao
sanguinea relativamente lenta, pode comprometer a sua utilizacdo como sonda radioactiva para o
diagnostico de metastases oOsseas. A depuracdo sanguinea relativamente lenta € devida,
provavelmente, a elevada ligacdo as proteinas plasmaticas de L®. O composto TcL3 é excretado

preferencialmente pela via renal.

A avaliacao da estabilidade in vivo de TcL3 revelou que o composto permanece intacto em
circulacdo sanguinea, mesmo ao fim de 1h apos administracdo. A analise da urina evidenciou a
auséncia de metabolitos, o que nos indica que o complexo TcL3 é estavel e ndo sofre metabolizacao
in vivo. O facto de o complexo se manter intacto em circulacdo sanguinea, podera ser uma mais
valia na medida em que este podera atingir o o6rgao/tecido alvo na forma quimica pretendida,

potenciando a fixacdo Ossea.

Apesar do complexo TcL3 apresentar uma elevada fixacao dssea, a sua lenta depuracao
sanguinea levou-nos a abandonar a hipdtese de sintetizar o complexo analogo de '®/'®Re para fins
terapéuticos. Deste modo, futuramente devera orientar-se o trabalho no sentido de avaliar
bioldgicamente os complexos TcL1 e TcL2 e comparar o efeito da carga e do peso molecular na
depuracdo sanguinea e na fixacdo ossea.

Uma outra estratégia a explorar sera a sintese de compostos trifuncionais que contenham
numa Unica entidade quimica, um ligando bifuncional (pirazolo-amina-pirazolo, pirazolo-diamina e
pirazolo-aminocarboxilato), uma unidade bisfosfonato e um composto citostatico (ex: docetaxel).
Com estes compostos trifuncionais iriam preparar-se complexos de '®Re e avaliar o seu efeito

terapéutico face a terapia combinada em utilizacao.
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Capitulo 4
PARTE EXPERIMENTAL






4. Parte Experimental

4.1. Consideracdes Gerais

Todos os reagentes quimicos e solventes utilizados eram de qualidade pro-analise e foram
usados sem qualquer purificacao adicional, excepto quando expressamente indicado o contrario.

Os compostos sensiveis ao ar ou a humidade foram manuseados em atmosfera de N,
recorrendo a técnicas de linha de vacuo/azoto e de técnicas de Schlenk e utilizando solventes secos
e destilados.

O composto precursor fac-[Re(CO);(H,0);]Br, foi sintetizado de acordo com os métodos

descritos na literatura.®"

4.2. Preparacao e Purificacao de Solventes e Reagentes de Partida

4.2.1. Solventes

Nas reaccoes de sintese que envolveram a utilizacdo de solventes secos, os solventes
utilizados foram secos e destilados em atmosfera de azoto de acordo com o procedimento descrito
na literatura que a seguir se descreve de forma resumida.["

Os peeneiros moleculares utilizados na secagem dos solventes foram activados por
aquecimento a temperatura de 250°C em vazio durante 24 horas.

Os solventes destilados foram mantidos sob azoto e guardados sob peneiros moleculares 4 A
e 3 A no caso do CH;CN.

Acetonitrilo: pré-secagem com CaH,, destilado em atmosfera inerte na presenca de P,0s e colocado

em contacto prolongado com peneiros moleculares 3A.

Diclorometano: pré-secagem com CaCl,, destilado em atmosfera inerte na presenca de P,0s e

mantido em contacto prolongado com peneiros moleculares 4A.

Tetrahidrofurano: pré-secagem com peneiros moleculares 4A e destilado em atmosfera inerte na

presenca de fio de sodio, utilizando benzofenona como indicador.

Metanol: pré-secagem com peneiros moleculares 4A e destilado em atmosfera inerte na presenca de
magnésio metalico e de iodo molecular. Mantido em contacto permanente com peneiros

moleculares 4A.

Trietilamina: destilada de peneiros moleculares 4A em atmosfera inerte e conservada em peneiros

moleculares 4A.
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4.2.2. Reagentes

Para além dos solventes e reagentes que foram utilizados nas reacc¢des apds purificacao,
foram também utilizados nas reaccoes de sintese reagentes que foram adquiridos comercialmente e

nao foram submetidos a nenhuma purificacao prévia.

4.3. Técnicas de Purificacdo e Caracteriza¢dao Quimica dos Compostos

Sintetizados

Cromatografia em camada fina (TLC)

A cromatografia em camada fina (TLC) foi utilizada para seguir as reaccoes de sintese
quimica e para identificar os produtos da reaccdo. Foram usadas placas de silica-gel Merck 60 Fs4
com 0,25 mm de espessura. A composicdo do eluente é mencionada para cada um dos compostos,
sendo ainda dada a proporcao volumétrica dos varios componentes.

Foi efectuada a localizacao e visualizacdo das manchas dos compostos por irradiacao das
placas cromatograficas com luz ultravioleta numa camara Spectroline ENF-240C/FE a comprimento
de onda 254 nm, por revelacao com vapor de iodo ou com reagente de Dittmer. A deteccao de

compostos com bisfosfonatos foi realizada com o reagente de Dittmer.

a) Preparacdo do Reagente de Dittmer P°!:

Solugao I: Uma mistura de 6xido molibdico (4 g) em acido sulfirico concentrado (100 ml) foi
fervida, com agitacdo continua, até a dissolucdo completa dos reagentes.

Solugéo II: A solucdo | (50 ml) foi adicionado molibdénio em pé (0,180 g) que foi dissolvido
com aquecimento.

Solugao llI: Apos arrefecimento das solucdes anteriores, adiciona-se 50 ml de cada uma das

solucoes | e Il. Esta solucao permanece estavel pelo menos durante um ano num recipiente fechado.

b) Utilizacdo do Reagente de Dittmer:

A deteccao de compostos com bisfosfonatos foi realizada utilizando a solucao Il (2,5 ml)
diluida com agua destilada (5 ml) e etanol (7,5 ml). As tiras de TLC foramlevemente humedecidas
por vaporizacao uniforme com esta solucao. Apos aquecimento (100 °C) as manchas dos compostos
com bisfosfonatos apareciam com uma cor azul escura que aumentava de intensidade durante o
arrefecimento ate a temperatura ambiente apds 10 a 15 min. A cor de fundo azul escura desaparece

totalmente e aparecem as manchas azuis intensas.

62



Cromatografia em Coluna

A cromatografia em coluna foi utilizada para isolar e purificar alguns dos compostos
sintetizados.

A purificacao por cromatografia em coluna foi realizada em colunas de vidro de dimensées
variadas utilizando silica-gel 60 Merck de granulometria 0,060 mesh. Os eluentes foram escolhidos
de acordo com o composto a purificar. Apds a aplicacao da amostra no topo da coluna, a eluicao foi
efectuada por accao da gravidade e os compostos recolhidos em fraccdes com volume adequado. As
fraccoes recolhidas foram analisadas por TLC ou HPLC de modo a identificar as que continham o
produto pretendido. As fraccdes que continham o composto puro foram misturadas e secas sob

vacuo numa linha de vazio ou num evaporador rotativo Buchi R-200.

Cromatografia instantanea de camada fina - silica gel (ITLC-SG)

A cromatografia instantanea de camada fina foi utilizada para seguir a cinética e a
eficiéncia das reaccdes de sintese dos complexos radioactivos. Foram utilizadas tiras de silica-gel
(Polygram, Macherey-Nagel). Os sistemas cromatograficos utilizados foram MeOH/HCL 6N (95/5) e
Acetona (100%).

A distribuicao da radioactividade nas tiras foi analisada utilizando um detector Berthold LB
505 acoplado a um radiocromatodgrafo. Parametros de analise: velocidade de 1200 mm/h, as escalas
de 100 k e 300 k.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) foi usada para efeitos de purificacdo e
controlo analitico de compostos orgénicos, dos complexos de Re, e dos complexos de *™Tc.

A analise dos compostos descritos foi efectuada num sistema de HPLC constituido por uma
bomba Perkin-Elmer LC 200, um detector UV/Vis Shimadzu SPD-10 AV e um detector de radiacao
Berthold LB-507A ou Berthold 509, ligados em série. Todos os solventes utilizados eram de qualidade
HPLC. A agua utilizada para preparacao dos solventes aquosos foi bidestilada em aparelho de
quartzo Fistreen Cyclon. Os solventes e a agua foram filtrados por filtros Milipore de 0,22 pm e
desaerificados com hélio. As condicoes experimentais foram seleccionadas de acordo com as
caracteristicas dos compostos a analisar e/ou purificar e serdo referidas sempre que oportuno para
cada um dos compostos em particular. Os perfis cromatograficos, UV-Vis e radioactivo, foram

obtidos por deteccao da sua absorvancia a 220 nm ou 254 nm e/ou por deteccao da radiacéo vy.

Condicées cromatogrdficas usadas na andlise do composto 2, L', L? e L? descritos no
capitulo 2:
Coluna: EC-Nucleosil 100 C18 (10 pm, 250 mm x 4 mm)
Fluxo: 1 mL/min
Eluentes: (A)- Solucao aquosa de TFA 0,1%; (B) - CH3;CN/TFA 0,1%
Métodos: Na analise dos compostos 2, L' e L*® utilizou-se a sequéncia de eluicio do método 1

enquanto na analise do ligando L* foi utilizada a sequéncia de eluicdo do método 2.
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Na sequéncia de eluicao, utilizando os métodos 1 e 2, os gradientes utilizados foram os

descritos a seguir.

Método 1:
Passo Tempo (min) % Eluente A | % Eluente B Curve
1 5 100 0 0,0
2 15 95 1,0
3 0,1 100 1,0
4 9,9 100 0,0
Método 2:
Passo Tempo (min) % Eluente A | % Eluente B Curve
1 5 100 0 0,0
2 15 40 60 1,0
3 5 40 60 0,0
4 5 0 100 1,0

Condi¢bées cromatogrdficas usadas na andlise dos compostos RelL1 e Rel3 descritos no
capitulo 2:
Coluna: EC-Nucleosil 100 C18 (10 pm, 250 mm x 4 mm)
Fluxo: 1 mL/min
Eluentes: (A)- Solucao aquosa de TFA 0,5%; (B) - CH;CN/TFA 0,5%

Métodos: Na analise dos ReL1 e RelL3 utilizou-se a sequéncia de eluicao do método 3.

Na sequéncia de eluicédo, utilizando os método 3, os gradientes utilizados foram os descritos

a seguir.
Método 3:
Passo Tempo (min) % Eluente A | % Eluente B Curve
1 3 100 0 0,0
2 0,1 75 25 1,0
3 5,9 75 25 0,0
4 0,1 66 34 1,0
5 10 0 100 1,0
6 5 0 100 0,0
7 0,1 100 0 1,0
8 4,9 100 0 0,0

Os cromatogramas dos compostos nao radioactivos foram todos obtidos monotorizando a
absorcao de UV a A = 254 nm ou a A=220 nm.
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Purificacao utilizando cartuchos Sep Pak C18

A purificacao de alguns compostos contendo bisfosfonatos foi realizada utilizando cartuchos
Sep Pak de fase reversa C18 (Waters Co., 12 cc/2 g ou 0,85 cc/360 mg) pré-condicionados de acordo
com o protocolo do fabricante. Isto €, os cartuchos sdao previamente lavados primeiro com metanol
(10 ml, para os de 12 cc/2 g ou 2 ml, para os de 0,85 cc/360 mg) e depois com H,0 (50 ml, para os
de 12 cc/2 g ou 5 ml, para os de 0,85 cc/360 mg). A eluicdo é feita utilizando um gradiente de
metanol/H,0, comecando com H,0, utilizando posteriormente misturas de metanol/H,0 (20 - 100%).
A presenca de compostos contendo bisfosfonatos foi monitorizada por TLC, utilizando o reagente de

Dittmer como agente de revelacao.

Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H, 3'P e 3C foram realizados num
espectrometro Varian Unity Inova-300, com uma frequéncia de ressonancia de 300 MHz para o 'H,
de 121,5 MHz para o *'P e de 75,5 MHz para o "*C, a temperatura ambiente.

Os solventes deuterados utilizados foram o CD;0D, o CDCl;, e D,0. Os desvios quimicos sdao
apresentados em ppm. Os desvios quimicos dos sinais de 'H e de "*C foram medidos utilizando como
referéncia interna o desvio quimico residual do solvente relativamente ao tetrametilsilano [CDCl;, &
(ppm): 7,24 (1H); 77,0 (**C)] e [CD;0OD, 3 (ppm)): 3,30 ('H); 49,0 (**C)]. Os desvios quimicos dos
sinais de "°C, das amostras dissolvidas em D,0, foram obtidos usando como referéncia externa uma
solucdo de 1,4-dioxano (90 %) [8 (ppm): 69,2]. Os desvios quimicos dos sinais de *'P foram obtidos

usando como referéncia externa uma solucao de HsPO, (85%) [0 (ppm): 0,00].

Espectroscopia de Infra Vermelho (IV)
Os espectros de IV foram obtidos num espectrometro Bruker, Tensor 27, para amostras

preparadas em pastilhas de KBr.

Espectrometria de Massa

Os espectros de massa (ESI-MS) foram obtidos num espectrometro de massa ESI/QITMS
Bruker HCT, pelo Doutor Joaquim Marcalo. O equipamento QITMS foi adquirido com o apoio do
Programa Nacional de Reequipamento Cientifico (contrato rede/1503/REM/2005 - ITN) da Fundacao
para a Ciéncia e a Tecnologia e é parte integrante da RNEM - Rede Nacional de Espectrometria de
Massa. Os dados adquiridos em cada espectro sao indicados pela seguinte ordem: formula molecular

do iao molecular, Encontrada: razao massa/carga - m/z Calculada: m/z.

Medicao da Actividade das Solucdes Radioactivas

A actividade das solucées de *"Tc foi medida numa cAmara de ionizacéo (Aloka, Curiemeter
IGC-3, Tokyo, Japan). As amostras com menor actividade foram medidas num contador gama
(Berthold, LB2111, Germany).
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4.4, Sintese dos Ligandos

4.4.1. Sintese de Compostos Organicos intermediarios

4.4.1.1. Sintese do 1-(2-Bromoetil)-3,5-dimetil-1H-pirazolo!®! (1)

) N Br
/ Pt
L.

A uma solucao de 3,5-dimetilpirazolo (4,998 g; 52 mmol) em 1,2-dibromoetano (44,81 mL;
520 mmol) foi adicionada uma solucao aquosa de NaOH 40% (15,6 mL; 156 mmol) e ainda brometo
de tetrabutilamonio (TBAB) (0,432g; 1,30 mmol). A mistura resultante foi refluxada durante 1h.

Apds arrefecer a temperatura ambiente, procedeu-se a separacdo das fases. A fase organica
foi seca com MgSO, e evaporada a pressao reduzida. O produto foi posteriormente purificado por
cromatografia em coluna (eluente: acetato de etilo), obtendo-se um 6leo amarelo. Rendimento:
2,084 g (42%)
RMN 'H (300 MHz, CDCl;, & (ppm)): &4 2,18 (3H, s, CHs); 2,23 (3H, s, CH3); 3,65 (2H, t, CH,-Br); 4,28
(2H, t, CH,-pz); 5,76 (1H, s, H(4)-pz)

4.4.1.2. Sintese do N-terc-Butoxicarbonilo-2-bromoetilamina,®! (9)

Br NHBoc

A uma solucao de 2-bromoetilamina (1,000g; 4,88 mmol) em metanol seco (8 mL) adicionou-
se NEt; seca (1,36 mL;9,86 mmol) e dicarbonato de di-terc-butil-carbonilo (1,278 g; 5,86 mmol).
Deixou-se reagir a temperatura ambiente durante a noite. Evaporou-se o solvente e ficou um solido
branco. Lavou-se o residuo com agua destilada e fez-se uma extraccao com acetato de etilo (3 x). A
fase organica foi seca com MgSO,. Procedeu-se de seguida a filtracdo e evaporacdo do solvente -
formacdo de um 6leo amarelo. Rendimento: 890 mg (89%).

RMN "H (300 MHz, CDCls, & (ppm)): 8y 1,48 (9H, s, BOC); 3,44 (4H, m, 2CH,); 4,97 (1H, bs, NH)
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4.4.1.3. Sintese do terc-butil-2-aminoetilcarbamato!®® (3)

)
HzN\/\N/u\o

A uma solucao de dicarbonato de di-terc-butilo (15,00 g; 69,00 mmol) em dioxano (90 mL)
foi adicionada, durante 2,5 h, gota a gota e a 0 °C, uma solucao de 1,2-diaminoetano (37 mL, 552,0
mmol) em dioxano (100 mL). A reaccédo foi deixada a temperatura ambiente em agitacdo constante
durante 22 h, sob N,. Seguidamente evaporou-se o solvente no evaporador rotativo. Apds remocao
do solvente extraiu-se o residuo com H,0, filtrou-se e desprezou-se o solido (produto bis-
substituido). Extraiu-se a solucdo aquosa com CHCl;, filtrou-se a fase organica, secou-se com MgSO,
e evaporou-se, obtendo-se um 6leo amarelo palido (3). Rendimento: 10,69 g (96%).
RMN 'H (300 MHz, CDCl;, & (ppm)): &4 1,18 (2H, bs, NH,); 1,36 (9H, s, 3-CH; (BOC)); 2,70 (2H, t,
CH;-NHy); 3,09 (2H, m, CH,-NHBOC); 5,04 (1H, bs, NH).

4.4.1.4. Sintese do terc-butil-2-[2(3,5-dimetil-1H-pirazol-1

il)etilamino]etilcarbamato *°1 (4)

0

/ /{_\ﬂ\&oﬁ

A uma solucao de 1 (1,000 g, 4,86 x 10° mol) e 3 (1,18 g, 0,006 mol) em acetonitrilo seco (6
mL) foi adicionado K,CO; (1,02 g, 0,007 mol) e Kl (0,04 g, 2,4 x10™* mol). A mistura reaccional ficou
em agitacdo a temperatura de refluxo durante a noite em atmosfera de azoto. No dia seguinte, a
mistura reaccional foi filtrada para retirar o precipitado de K,CO; e o solvente foi removido. O
solido resultante foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel (eluente: cloroférmio
100%). O composto foi recuperado apos evaporacao do solvente das fraccdes recolhidas sob a forma
de um 6leo amarelo palido (4). Rendimento: 334 mg (33%).
RMN "H (300 MHz, CDCl3, & (ppm)): 1,39 (s, 9H); 2,17 (s, 3H); 2,19 (s, 3H); 2,68 (t, 2H); 2,95 (t, 2H);
3,14 (m, 2H); 4,01 (t, 2H): 5,10 (s, 1H); 5,74 (s, 1H).
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4.4.1.5. Sintese do 3-((2-(3,5-dimetilpirazolil)etil)-(2-(terc-

butoxicarbonilamino)etil)amino) propanoato de etilo, °°1 (5)

A uma solucao de 4 (334 mg; 1,18 mmol) em CH;CN seco (4 mL) adicionou-se 350 pl de 4-

bromobutirato de etilo (2,45 mmol), K,CO; (0,323 g; 2,34 mmol) e KI (9,7 mg; 0,06 mmol). Deixou-
se esta mistura em refluxo durante a noite. Apos arrefecimento a temperatura ambiente filtrou-se
com celite, a fim de remover o K,COs, e o produto foi purificado por cromatografia em coluna de
silica-gel (eluente: acetato de etilo/éter de petroleo, com gradiente de 50/50 a 100/0). O
composto foi recuperado apos evaporacdo do solvente das fraccdes recolhidas sob a forma de um
oleo amarelo. Rendimento: 208 mg (63%).
RMN "H (300 MHz, CDCls, & (ppm)): 641,22 (3H, t, CHs-éster); 1,41 (9H, s, 3-CH; (BOC)); 1,59 (2H, t,
CHy(f)); 1,85 (1H, bs, NH); 2,13 (2H, m, CH, (e)); 2,18 (3H, s, CH;-pz); 2,21 (3H, s, CH;-pz); 2,42
(2H, t, CH, (b)); 2,49 (2H, t, CH, (c)); 2,74 (2H, t, CH; (d)); 3,05 (2H, m, CH, (g)); 3,95 (2H, t, CH,
(@)); 4,09 (2H, q, CH,-éster); 5,33 (1H, bs, NH); 5,73 (1H, s, H(4)-pz).

4.4.1.6. Sintese do Acido 3-((2-(3,5-dimetilpirazolil)etil)-(2-(terc-

butoxicarbonilamino)etil)amino)propanéico 1°*! (6)

Uma solucao de NaOH (210 mg; 5,25 mmol) em H,0 (5 mL) foi adicionada a uma solucao de
5 (208 mg; 0,52 mmol) em THF (6 mL) e a mistura foi refluxada durante a noite. A mistura
reaccional foi neutralizada com HCl 12 N em banho de gelo. Seguidamente os solventes foram
evaporados e o residuo seco foi extraido com CH,Cl,. O solvente foi removido sob vacuo e o produto
foi purificado por cromatografia em coluna de silica-gel (eluente: CHCl;/MeOH, com gradiente de
90/10 a 50/50). O composto foi recuperado apds evaporacao do solvente das fraccoes recolhidas sob
a forma de um 6leo amarelo. Rendimento: 164 mg (79%).
RMN 'H (300 MHz, CDCls, & (ppm)): 8y 1,39 (9H, s, 3-CH; (BOC)); 1,71 (2H, t, CH, (f)); 2,18 (3H, s,
CHs-pz); 2,21 (3H, s, CH3-pz); 2,34 (2H, t, CH, (e)); 2,48 (4H, m, CH, (b) + CH, (c)); 2,74 (2H, t, CH,
(d)); 3,01 (2H, m, CH, (g)); 4,02 (2H, t, CH; (a)); 4,53 (1H, bs, NH); 4,84 (1H, s, H(4)-pz).
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4.4.1.7. Sintese do Acido 4-{(2-aminoetil)[2-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-

il)etilJamino}butandico (7)

o}

A

7 /N/\/N\/\NH2
—N

O composto 6 (164 mg, 0,45 mmol) foi dissolvido em diclorometano (8 ml). Foi adicionado a
solucdo acido trifluoroacético (2 ml, 26 mmol) e a mistura reaccional foi deixada a temperatura
ambiente, com agitacdo, durante 2 h. Em seguida, o solvente foi evaporado e o residuo foi
dissolvido em agua e neutralizado com NaOH 1N. A agua foi evaporada sob vacuo e o 6leo obtido foi
extraido para um pequeno volume de metanol. Os solidos foram removidos por filtracdo e o produto
foi seco a pressao reduzida. Rendimento: 158 mg (96%).

RMN "H (CD;0D), & (ppm)): 64 1,88 (2H, m, CH,) ); 2,20 (3H, s, CHs); 2,29 (3H, s, CHs); 2,36 (2H,t,
CHy); 3,09 (2H,t, CH,); 3,30 (6H, m, 3CH,); 4,34 (2H, t, CH;); 5,95 (1H, s, H(4)-pz).

4.4.1.8. Sintese do Alendronato (ALN) 1*°! (8)

Oy_OH
a5 d**ONa
HNTX-0Na 4,0

P
OH

Num baldo de 250 mL de 3 tubuladuras equipado com um condensador de refluxo e uma
ampola de adicdo, sob atmosfera de azoto, adicionaram-se 4g (38,8 mmol) de acido 4-
aminobutirico, 3,2 g (38,8 mmol) de H;PO; e 16 mL de acido metanosulfonico. A mistura foi
aquecida a 65 °C durante alguns minutos e adicionou-se PCl; gota-a-gota durante aproximadamente
30 min. A mistura manteve-se a 65°C durante a noite. No dia seguinte deixou-se arrefecer a mistura
até a temperatura ambiente. Adicionaram-se 40 ml de H,0 arrefecida a 0 - 5 °C, com agitacédo
vigorosa. Adicionaram-se mais 20 ml de H,0 destilada e refluxou-se durante 5 h. Ao fim desse tempo
arrefeceu-se a mistura reaccional até a temperatura ambiente e ajustou-se o pH a 4-5 com adicao
de uma solucao aquosa de NaOH (50%). A mistura reaccional ficou durante a noite no congelador, e
no dia seguinte separou-se o composto sob a forma de precipitado branco lavado com 2x10 ml de
H,0 e 20 ml de etanol. Alendronato (pH = 4 - 5): (11,00 g, Rendimento: 87 %)

RMN 'H (D,0, 6 (ppm)): 2,88 (2H, s largo, CH,(a)); 1,85 (4H, s largo, CH,(b) + CH,(c)).

RMN 3'P (D,0, 3 (ppm)): 18,14.

RMN "3C (D,0, & (ppm): 75,5 (C(d)-OH, t, Jcp = 135 Hz), 41,9 (s, CH,(a)); 32,5 (s, CH, (b)); 24,2 (t,
Jep=7 Hz, CHy(c)-COH).

Analise elementar C,H,N (%) para C4HoNNa3;O,P,.4H,0:Calculada: C 14,78 %; H 5,58 %; N 4,31 %.
Experimental: C 14,79 %; H 7,23 %; N 4,50 %.
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4.4.1.9. Sintese do 4-(2-(3,5-dimetil-1H-pirazolo-1-il)etilamina)-1-

hidoxibutano-1,1-acido diildifosfénico (2)

Num baldo de 50 mL colocaram-se 330 mg de ALN (8) (0,85 mmol) e 346 mg de N-(2-
Bromoetil)-3,5-dimetilpirazolo (1) (1,7 mmol). Adicionaram-se 3 mL de H,0 destilada e ajustou-se o
pH a aproximadamente 12 com uma solucao de NaOH 3 M. A mistura reaccional ficou em refluxo
durante 48 horas. Apos arrefecimento a temperatura ambiente a mistura reaccional foi purificada
numa coluna Sep-Pack C18. Antes da aplicacao da mistura reaccional a coluna foi previamente
lavada com MeOH e H,0 destilada (3 x alternadamente). Apos equilibrar a coluna a mistura foi
entdo aplicada e purificada (eluente: MeOH/H,0, com gradiente de 0/100 a 100/0). As fraccoes
cujo resultado para o Reagente Dittmer foi positivo (cor azul) foram analisadas por HPLC. Apos a
evaporacao do MeOH as fraccoes foram liofilizadas durante a noite. O composto foi obtido na forma

de um po branco. Rendimento: 107 mg (32%).

RMN "H (D,0, & (ppm)): 1,74 (4H, m, CH, (d) + CH,(e) ); 2,03 (3H, s, CH;-pz); 2,12 (3H, s, CH;-pz);
2,66 (2H, t, CH, (c)); 3,02 (2H, t, CH, (b)); 4,05 (2H, t, CH, (a)); 5,82 (1H, s, H(4)-pz).

RMN *'P (D;0, & (ppm)): 18,69

RMN "3C (D,0, & (ppm): 149,4 [C(3/5)pz]; 142,0 [C(3/5)pz]; 105,5 [C(4)pz]; 74,1 (C-OH); 49,2 (CH,);
47,6 (CH,);45,9 (CH,); 31,7 (CH,); 23,1 (CH,); 12,3 (CHs); 10,2 (CH;)

Tempo de retencéo (RP-HPLC): 11,0 min (Nucleosil 100-10 C18; 1 mL/min; Eluentes: A - solucao
aquosa de TFA 0,1 %; B - CH;CN/TFA 0,1%).

ESI-MS [+]: valor calculado para C41H;1N30;P,Nas; [M + 3Na - 2H]" : 438,2; valor experimental: 438,1

ESI-MS [-]: valor calculado para C;{H;oN30,P; [M - H] : 370,2; valor experimental: 370,0 ; valor
calculado para C41H;1N307P;Na [M - 2H+Na] : 392,2; valor experimental: 392,1
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4.4.2. Sintese dos Ligandos Finais

4.4.2.1. Sintese de 4-(bis(2-(3,5-dimethyl-1H-pyrazol-1-yl)ethyl)amino)-1-
hydroxybutane-1,1-diyldiphosphonic acid (L")

"O‘P OH OH
Ho-h~L-F-on
e0

d

a <2
N/\/N\/\N
&

Num balao de 50 mL colocaram-se 330 mg de ALN (8) (0,85 mmol) e 1,0 g de N-(2-
Bromoetil)-3,5-dimetilpirazolo (1) (5 mmol). Adicionaram-se 3 mL de H,0 destilada, 4 mL de THF e
ajustou-se o pH a 12 com uma solucao de NaOH 3 M. A mistura reaccional ficou em refluxo durante
4 dias. Apos arrefecimento a temperatura ambiente a mistura reaccional foi purificada numa coluna
Sep-Pack C18. Antes da aplicacao da mistura reaccional a coluna foi previamente lavada com MeOH
e H,0 destilada (3 x alternadamente). Apos equilibrar a coluna a mistura foi entao aplicada e
purificada (eluente: MeOH/H,0, com gradiente de 0/100 a 100/0). As fraccoes cujo resultado para o
Reagente Dittmer foi positivo (cor azul) foram analisadas por HPLC. Apds a evaporacao do MeOH as
fraccoes foram liofilizadas durante a noite. O composto foi obtido na forma de um po6 branco.
Rendimento: 60%

RMN 'H (D;0, & (ppm)): 1,72 (4H, m, CH, (d) + CHy(e)); 2,03 (6H, s, CH3-pz); 2,10 (6H, s, CH3-pz);
2,54 (2H, t, CH; (c)); 2,78 (4H, t, CH; (b)/CH; (f)); 3,95 (4H, t, CH; (a)/CH; (g)); 5,78 (1H, s, H(4)-
pz).

RMN *'P (D,0, 3 (ppm)): 18,70

RMN "3C (D,0, & (ppm): 149,0 [C(3/5)pz]; 141,7 [C(3/5)pz]; 105,2 [C(4)pz]; 74,2 (C-OH); 54,5 (CH,);
52,7 (CHy); 45,4 (CH,); 32,0 (CH,); 20,9 (CH,); 12,2 (CHs); 10,3 (CH;)

IV (KBr): (v/cm™) 1676, 1551, 1177, 1119, 1055

Tempo de retencéo (RP-HPLC): 14,0 min (Nucleosil 100-10 C18; 1 mL/min; Eluentes: A - solucao
aquosa de TFA 0,1 %; B - CH;CN/TFA 0,1%).

ESI-MS [+]: valor calculado para CygH3;Ns0,P,Na, [M + 2Na - H]* : 538,4; valor experimental: 538,3
ESI-MS [-]: valor calculado para CygH3NsO,P, [M - H] : 493,4; valor experimental: 492,2; valor
calculado para C4gH3:NsO7P, Na [M - 2H+Na] : 514,4; valor experimental: 514,1
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4.4.2.2. Sintese de 4-((2-aminoethyl)(2-(3,5-dimethyl-1H-pyrazol-1-
yl)ethyl)amino)-1-hydroxybutane-1,1-diyldiphosphonic acid (L?)

HO\ OH F{OH
Ho~P o
0

N

A uma solucdo de 2 (50 mg, 0,13 mmol) em agua H,O destilada (2mL) adicionou-se o
composto 9 (90,4 mg, 0,40 mmol). A mistura anterior juntou-se 200 pL de uma solucdo de NaOH 3 M
e ajustou-se o pH (pH = 12 - 13). A mistura reaccional ficou em refluxo durante 5 dias. Apos
arrefecimento a temperatura ambiente a mistura reaccional foi purificada numa coluna Sep-Pack
C18. Antes da aplicacdo da mistura reaccional a coluna foi previamente lavada com MeOH e H,0
destilada (3 x alternadamente). Apds equilibrar a coluna a mistura foi entdao aplicada e purificada
(eluente: MeOH/H,0, com gradiente de 0/100 a 100/0). As fraccdes cujo resultado para o Reagente
Dittmer foi positivo (cor azul) foram analisadas por HPLC. Apds a evaporacao do MeOH as fraccoes
foram liofilizadas durante a noite. O composto foi obtido na forma de um po6 ligeiramente
amarelado. Rendimento: 11 mg (22%). Nota: Apds andlise por RMN verificou-se que o composto néo
estava completamente puro.

RMN 'H (D,0, & (ppm)): 1,80 (4H, m, CH, (d) + CH,(e) ); 2,04 (3H, s, CH;-pz); 2,14 (3H, s, CH;-pz);
2,86 (4H, m, CHy(c) + CHa(f)); 3,16 (2H, t, CH; (b)); 3,61 (2H, t, CH, (g)); 4,12 (2H, t, CH; (a)); 5,84
(1H, s, H(4)-pz).

RMN *'P (D;0, & (ppm)): 18,47

RMN 3C (D,0, & (ppm): 151,5 [C(3/5)pz]; 143,9 [C(3/5)pz]; 107,5 [C(4)pz]; 73,2 (C-OH); 61,4 (CH,);
50,9 (CH,); 49,2 (CH,); 45,2 (CH,); 43,5 (CHy); 33,3 (CH,); 24, (CH,); 14,2 (CH;); 12,0 (CHs)

4.4.2.3. Sintese de 2-((2-(3,5-dimethyl-1H-pyrazol-1-yl)ethyl)(4-hydroxy-
4,4-diphosphonobutyl)amino)acetic acid (L*)

HO OHOH

Ho}ﬁ POH
0 eO

A uma solucdo de 2 (60 mg, 0,16 mmol) em agua H,O destilada (2mL) adicionou-se Acido
Bromoacético (27 mg, 0,19 mmol). A mistura anterior juntou-se 200 uL de uma solucio de NaOH 3 M

e ajustou-se o pH (pH = 12 - 13). A mistura reaccional ficou em refluxo durante a noite. Apos
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arrefecimento a temperatura ambiente a mistura reaccional foi purificada numa coluna Sep-Pack
C18. Antes da aplicacdo da mistura reaccional a coluna foi previamente lavada com MeOH e H,0
destilada (3 x alternadamente). Apos equilibrar a coluna a mistura foi entado aplicada e purificada
(eluente: MeOH/H,0, com gradiente de 0/100 a 100/0). As fraccoes cujo resultado para o Reagente
Dittmer foi positivo (cor azul) foram analisadas por HPLC. Apos a evaporacao do MeOH as fraccdes
foram liofilizadas durante a noite. O composto foi obtido na forma de um p6 branco. Rendimento:
42 mg (70%).

RMN 'H (D;0, & (ppm)): 1,72 (4H, m, CH,(d) + CHy(e) ); 2,00 (3H, s, CH3-pz); 2,10 (3H, s, CH;-pz);
2,72 (2H, t, CH;, (c)); 3,04 (2H, t, CH, (b)); 3,21 (2H, s, CH; (f)); 4,08 (2H, s, CH; (a)); 5,79 (1H, s,
H(4)-pz).

RMN 3'P (D,0, 3 (ppm)): 18,69

RMN "3C (D,0, & (ppm): 177,8 (C=0); 149,1 [C(3/5)pz]; 141,7 [C(3/5)pz]; 105,5 [C(4)pz]; 74,0 (C-
OH); 57,3 (CH,); 55,2 (CHy); 53,1 (CH,); 45,3 (CH,); 31,8 (CHy); 21,2 (CH,); 12,2 (CH3); 10,2 (CHs)

IV (KBr): (v/cm™) 11345, 1261 e 1685

Tempo de retencéo (RP-HPLC): 15,0 min (Nucleosil 100-10 C18; 1 mL/min; Eluentes: A - solucao
aquosa de TFA 0,1 %; B - CH;CN/TFA 0,1%).

ESI-MS [+]: valor calculado para Cy3H;;N304P,Nay [M + H]* 518,2 ; valor experimental 518,0. Valor
ESI-MS [-]: valor calculado para Ci3H4N309P, [M - H] : 428,3; valor experimental: 428,8; valor
calculado para Cy3H;,N309P;Na; [M - 3H + 2Na] : 472,2; valor experimental: 472,1

4.5. Sintese dos Complexos de Rénio

4.5.1. Sintese do complexo fac-[Re(CO);(k’L’) (ReL")

=0 o= O

wof-{-on
° o

1+
\/__\’__k
SN

- '—Ql N,
oc? | o

co

A uma solucédo de L' (pH=8,96) (0,015 g; 0,026 mmol) em D,0 (1 mL), ajustou-se o pH a 7
usando solucdes de DCl e KOD (pHsina= 7,01). Analisou-se e tracou-se o espectro de RMN de 'H e *'P.
Em seguida, adicionou-se fac-[Re(H,0)3(CO);]Br (0,013 g, 0,032 mmol) e mediu-se o pH (pHfina=
7,40). A mistura reaccional foi aquecida a temperatura de 80°C e analisada por RMN ao longo do
tempo, tendo ficado em reaccao durante a noite. Apos arrefecimento a temperatura ambiente, a
mistura foi aplicada directamente numa coluna Sep-Pack C18 e purificada (eluente: TFA 0,1%q) /
CH;CN/TFA 0,1% com gradiente de 100/0, 25/75, 50/50 e 0/100). ). As fraccdes cujo resultado para
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o Reagente Dittmer foi positivo (cor azul) foram analisadas por HPLC. Apos a evaporacao do CH;CN
as fraccoes foram liofilizadas durante a noite. O composto foi obtido na forma de um pé branco.
Rendimento: 2 mg (13%).

RMN 'H (MeOD, & (ppm)): 1,97 (4H, m, 2CH,-ALN); 2,05 (6H, s, CHs-pz); 2,14 (6H, s, CH3-pz); 3,06
(2H, m, CHz-ALN ); 3,29 (2H, m, CH,); 3,58 (2+2H, m, 4 HC-H); 4,38 (2H, m, CH,); 5,95 (2H, s, H(4)-
pz).

RMN *'P (MeOD, & (ppm)): 23,03

RMN "3C (D,0, & (ppm): 199,2, 198,5 (C=0); 149,4 [C(3/5)pz]; 141,8 [C(3/5)pz]; 105,0 [C(4)pz]; 54,4
(CHy); 52,5 (CH,); 43,7 (CHy); 32,6 (CH,); 20,0 (CH,); 12,3 (CHs); 10,3 (CH;)

IV (KBr): (v/cm™) 2020, 1820, 1617

Tempo de retengdo (RP-HPLC): 15,5 min (Nucleosil 100-10 C18; 1 mL/min; Eluentes: A - solucao
aquosa de TFA 0,5 %; B - CH;CN/TFA 0,5%).

ESI-MS [+]: valor calculado para C;;H34sNs040P,Re [M + H]* 765,1 ; valor experimental 765,3.

ESI-MS [-]: valor calculado para Cy;H3;;Ns049P,Re [M - H] 763,1; valor experimental 763,2.

4.5.1. Sintese do complexo fac-[Re(CO);(k’L") (Rel?)

=0 o= o=

N\
N N o
SR

o:/ | o
CO

A uma solucéo de L* (pH=9,56) (0,011 g; 0,018 mmol) em D,0 (600 pL) , ajustou-se o pH a 4
usando solucées de DCl de diferentes concentracoes (pHfina= 4,09). Analisou-se e tragcou-se o
espectro de RMN de 'H e *'P. Em seguida, adicionou-se fac-[Re(H,0);(C0O);]Br (0,007 g, 0,017 mmol)
e mediu-se o pH (pHsina= 6,00). A mistura reaccional foi aquecida a temperatura de 80°C e analisada
por RMN ao longo do tempo, tendo ficado em reaccao durante a noite. Apds arrefecimento a
temperatura ambiente, a mistura foi aplicada directamente numa coluna Sep-Pack C18 e purificada
(eluente: MeOH/H,0, com gradiente de 10/90, 25/75, 50/50 e 100/0). ). As fraccoes cujo resultado
para o Reagente Dittmer foi positivo (cor azul) foram analisadas por HPLC. Apds a evaporacao do
MeOH as fraccoes foram liofilizadas durante a noite. O composto foi obtido na forma de um pé

branco. Rendimento: 3 mg (27%).
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RMN 'H (D,0, 6 (ppm)): 1,80 (4H, m, 2CH,-ALN); 2,13 (3H, s, CHs-pz); 2,29 (3H, s, CH3-pz); 2,5-2,3
(1H, m, CH); 3,06-3,3 (2+2H, m, CH,+2 HC-H); 3,78-3,73 (1H, m, CH); 4,20 (2H, m, CH,); 5,99 (1H,
s, H(4)-pz).

RMN 3'P (D,0, 3 (ppm)): 18,32

IV (KBr): (v/cm™) 2026, 1891 cm™

Tempo de retencao (RP-HPLC): 10,6 min (Nucleosil 100-10 C18; 1 mL/min; Eluentes: A - solucao
aquosa de TFA 0,5 %; B - CH;CN/TFA 0,5%).

ESI-MS [+]: valor calculado para CysH3N304,P,ReNa; [M + 3Na - 2H]" : 766,5 ; valor experimental
766,1

ESI-MS [-]: valor calculado para C4¢H;3N304,P,Re [M - H] 698,0; valor experimental 698,1; valor
calculado para CgH;;N304,P,ReNa [M + Na -H] : 720,0; valor experimental 720,1.

4.6. Preparacao de compostos Radioactivos - Sintese dos Complexos de
7" Te(l)

A manipulacdo das solucdes radioactivas de *Tc foi efectuada em condicdes de proteccao
e seguranca radiologica, com luvas de proteccdo e barreira de chumbo com visor de vidro
impregnado de sais de chumbo. Os frascos que continham as solucées radioactivas foram colocados
dentro de contentores de chumbo de espessura adequada a actividade da amostra. O pertecnetato
de sédio, Na[**™Tc0,], foi obtido por eluicdo de um gerador de *°Mo/**"Tc (Amersham, Mallinkrodt
ou MDS Nordion S.A) com uma solucdo de NaCl 0,9%. A actividade do Na[**"TcO,] eluido foi medida
numa camara de ionizacao Atomlab 100 plus (Biodex Medical Systems). Todos os frascos e solucoes

utilizados na sintese dos complexos de **"Tc foram previamente purgados com azoto.

Preparacdo do precursor fac-[**"Tc(H,0);(C0);]*

A preparacdo da solucdo de fac-[Tc(H,0);(CO);]" foi obtida pela marcacdo de um kit
Isolink® da Mallinkrodt seguindo as instrucées do fabricante. Num frasco Isolink® introduziu-se 2,5
mL de solucdo salina de Na[*™Tc0O,]. A mistura foi aquecida num banho termostatizado a 100°C
durante 30 minutos e, apos arrefecimento, foi adicionada uma solucao de HCl 1M para baixar o valor
de pH até 7 (para marcacdo de L') ou 4 (para o ligando L3). Depois de arrefecida a mistura foi
analisada por HPLC.

O controlo de pureza radioquimica do precursor foi efectuado por HPLC de fase reversa,
utilizando uma coluna analitica (EC 250/4 Nucleosil 100-10-C18, Macherey Nagel), com um fluxo de
1,0 mL/min e deteccao y (eluentes: A - solucao aquosa TFA (0,5%); B - CH;CN/ TFA 0,5%).

(t=6,5 minutos); Rendimento radioquimico >95%.
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Preparacdo do complexo fac-[**™Tc(CO);(k*-L")] descrito no capitulo 2

Num frasco de vidro capsulado e purgado com azoto introduziu-se uma solucao de ligando
102 M (100 pL) e uma solucdo de fac-[*"Tc(H,0);(CO);]" (11,85 mCi) a pH 4 (1900 pl). A mistura foi
aquecida num banho termostatizado a 100°C durante 45 minutos. A determinacao do rendimento de
marcacao e avaliacdo da pureza radioquimica foi avaliada por HPLC de fase reversa (tg= 15,70 min).

Os complexos de *™Tc foram caracterizados por comparacio do seu tempo de retencdo com

o tempo de retencdo dos complexos analogos de Re (tg= 15,52 min).
Preparacdo do complexo fac-[**™Tc(CO);(k*-L’)] descrito no capitulo 2

Num frasco de vidro capsulado e purgado com azoto introduziu-se uma solucao de ligando
102 M (100 pL) e uma solucdo de fac-[*"Tc(H,0);(CO);]" (11,85 mCi) a pH 4 (1900 pl). A mistura foi
aquecida num banho termostatizado a 100°C durante 45 minutos. A determinacao do rendimento de
marcacao e avaliacdo da pureza radioquimica foi avaliada por HPLC de fase reversa (tg= 10,60 min).

Os complexos de *™Tc foram caracterizados por comparacéo do seu tempo de retencao com

o tempo de retencdo dos complexos analogos de Re (tg= 10,58 min).

4.7. Estudos In Vitro

4.7.1. Determinacao da Lipofilia pelo método de shake flask

A lipofilia do composto radioactivos de *™Tc (TcL3) foi avaliada por determinacdo do
coeficiente de particao (log P,/,) no sistema bifasico n-octanol/PBS 0,1M pH 7,4 segundo o seguinte
procedimento:

O coeficiente de particdao (log P,) foi calculado pelo método de extraccoes multiplas.
Inicialmente, adicionou-se 1 mL de uma solucdo 0,1M de tampéo PBS pH 7,4 a tubos de centrifuga
contendo 1 mL de n-octanol e agitou-se em vortex durante 1 minuto. Seguidamente, adicionaram-se
25 yL da preparacdo radioactiva em estudo, agitou-se novamente em vortex durante 1 minuto e
centrifugou-se a 3000 rpm durante 10 minutos, a temperatura ambiente, de modo a obter uma
separacao eficiente entre a fase organica e a fase aquosa. Foram retiradas, de cada uma das fases
(octanol e tampao PBS), aliquotas de 25 L, e mediu-se a respectiva actividade. A actividade das
diferentes aliquotas das fases organica e aquosa foi medida num contador de radiacdao gama
(Berthold, LB21111, Germany). O coeficiente de particao (log P,,) foi calculado aplicando a

expressao:

C
logPo/w = logc—1 (Equagio 1)
2

em que, C, = Actividade na fase orgdnica (cpm), C, = Actividade na fase aquosa (cpm).
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4.7.2. Estabilidade in vitro

4.7.2.1. Estabilidade em PBS

O estudo de estabilidade em tampao PBS foi realizado adicionando 100 pL de tampao PBS
0,1 M pH= 7,4 a uma aliquota de 50 pL do complexo de *™Tc (TcL3) em estudo. A solucdo do
composto TcL3 foi posteriormente incubada durante 1, 2, 4 e 24 horas em banho de agua
termostatizado a 37°C. Para os diferentes tempos foram retiradas aliquotas e analisadas por RP-
HPLC.

4,7.2.2. Estabilidade em Soro Humano e Determinagcdo da ligacdo as

proteinas plasmaticas

A um tubo contendo 500 pl de soro humano adicionou-se 50 pl do do complexo de *™Tc
(TcL3) em estudo, e incubou-se num banho de agua a 37°C durante 1, 2 e 4 horas. Decorridos esses
tempos de incubacao, retiraram-se aliquotas de 50 pl e a essas aliquotas foram adicionados 100 pl
de etanol absoluto a 4°C, para precipitar a fraccao proteica, e centrifugou-se a 3000 rpm durante 10
minutos, a 4°C. Em seguida, separou-se o precipitado do sobrenadante e o precipitado foi lavado,
duas vezes, com etanol (1 mL). O sobrenadante foi analisado por HPLC utilizando as condicées

experimentais descritas para o respectivo composto para avaliar a sua estabilidade radioquimica.

Para a determinacao da percentagem de ligacdo as proteinas plasmaticas mediu-se na
camara de ionizacao a actividade da fraccao proteica (actividade do precipitado e a actividade total
da amostra). A percentagem da ligacao as proteinas plasmaticas é determinada pelo quociente

entre a actividade da fraccao proteica e a actividade total e é expressa em percentagem.

4.7.3. Ligacao a Hidroxiapatite

A adsorcao a hidroxiapatite (HA) foi determinada seguindo um método ja descrito na
literatura ['®". Assim, foram adicionados 25 pL do complexo de *™Tc (TcL3) em estudo (ca. 27,8
pCi/25 L) a 2,5; 10; 20; e 50 mg de HA, em 500 pL de tampao PBS pH = 7,4. Esta mistura foi
incubada num banho de agua a 37°C durante 1 h. Ao fim de 1 h de incubacdo, a mistura foi
centrifugada (7500 rpm/ 3 min) e a fase liquida foi separada. A fase sélida foi lavada 2 vezes com
500 pL de tampao PBS (pH = 7,4), e a actividade foi medida numa camara de ionizacdo. A ligacdo a

hidroxiapatite calcula-se conforme indicado na equacao 2:

A (sol)

2% %100 (Equagio 2
A (total) * (Equagio 2)

% Ligacao a Hidroxiapatite =

em que A (sol) = actividade da fase sélida e A (total)= actividade total
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Alternativamente, a absorcdo do complexo de *Tc foi também calculada ao longo do
tempo. Assim, 30 uL do complexo TcL3 em estudo (~27,9 uCi/30 pL) foram incubados com 15 mg de
HA em 500 pL de tampéao PBS pH = 7,4, durante 0, 1, 2 e 4 horas num banho de agua termostatizado
a 37°C. As suspensdes obtidas foram tratadas de acordo com o procedimento descrito

anteriormente.

4.8. Estudos In Vivo

Todas as experiéncias in vivo foram realizadas de acordo com os padroes da lei europeia
relativos ao alojamento, cuidados e proteccao dos animais para fins cientificos (Decreto-lei 129/92
de 6 de Julho e 197/96 de 16 de Outubro da Portaria 1131/97, que transpéem para a ordem juridica

interna a Directiva Comunitaria n° 86/609/CEE).

4.8.1. Ensaios de Biodistribuicao

A biodistribuicdo ex-vivo do complexo de *™Tc (TcL3) foi determinada em grupos de quatro
a cinco ratinhos fémea Balb-c (13 - 19 g). Os animais foram injectados por via intravenosa, na veia
da cauda, com a preparacao de TcL3, e mantiveram-se em condicdes controladas de temperatura,
luz e humidade, e com uma dieta normal ad libitum.

Imediatamente ap6s injeccdo mediu-se a actividade injectada em cada ratinho na camara
de ionizacao. Os animais foram depois sacrificados por deslocacao cervical,1 hora, 4 horas e 6,5
horas apos injeccdao. De seguida, foram dissecados e recolheram-se os drgaos de interesse. A
actividade em cada 6rgao foi medida numa camara de ionizacdo ou num contador gama (Berthold)
e, apos a determinacao da respectiva massa, os resultados da biodistribuicdo foram expressos como
uma percentagem da dose injectada por cada 6rgao (% A.l./6rgdo) ou por grama de o6rgao (% A.l./g
orgao).

A excrecao total da actividade assume-se como a diferenca entre a actividade injectada no
animal e a actividade medida imediatamente apoés o sacrificio do animal, expressa como

percentagem da dose injectada (% A.l.).
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1h

% A.l./6rgao
4 h

Tabela 4.1 - Resultados de biodistribuicdo (% A.l./6rgao) apds administracdo do complexo TcL3 em ratinhos Balb-c

6,5 h

Sangue 6,2+1,9 1,07 £ 0,09 0,63 + 0,04
Figado 5,9+0,3 2,7+0,2 1,2+0,3
Intestino 6,3+0,9 9,0 1,1 9,7+1,9
Baco 0,03 + 0,01 0,024 + 0,002 0,02 + 0,01
Coracéo 0,06 + 0,04 0,024 + 0,003 0,02 + 0,01
Pulmao 0,14 + 0,02 0,08 + 0,01 0,07 + 0,01
Rim 0,86 + 0,06 0,61 + 0,04 0,42 + 0,06
Musculo 3,0£0,7 2,30,1 0,6 +0,2
Osso 14,8 + 2,4 19,3+ 1,6 14,1 £+ 1,6
Estémago 0,54 + 0,07 0,4+0,2 0,4+0,2
Excrecao Total (% A.l.) | 54,0 + 4,6 57,6 + 2,8 65,3 + 2,7

Sangue

Figado
Intestino
Baco
Coracao
Pulmao
Rim
Musculo
Osso

Estomago

1h
6,4 +2,1
6,2+1,2
3,2+ 0,4
0,4+0,2
0,5+0,3
1,0 £ 0,1
3,2 £0,5
0,5+0,2
9,3 +2,1
6,4 +2,1

4h
1,11 £ 0,06
2,7 £0,4
4,5+0,7
0,25 £ 0,06
0,17 £ 0,07
0,4 +0,1
1,9+0,6
0,36 + 0,04
12,1+ 0,7
1,11 £ 0,06

% A.l./ g orgao

Tabela 4.2 - Resultados de biodistribuicdo (% A.l./g 6rgéo) ap6s administracao do complexo TcL3 em ratinhos Balb-c

6,5h
0,62 + 0,04
1,2+0,1
4,7 £ 0,7
0,3+0,2
0,17 £ 0,06
0,5+0,1
1,3+0,4
0,09 + 0,02
8,4+1,5
0,62 + 0,04
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4.8.2. Estabilidade In Vivo /Metabolizacao

A estabilidade in vivo do complexo TcL3 em estudo foi determinada por analise por RP-HPLC
de amostras de urina e sangue. As amostras foram recolhidas apos sacrificio dos ratinhos efectuado
1 hora ap6s injeccdo do complexo em estudo.

A urina recolhida no momento do sacrificio foi previamente centrifugada durante 10 min a
2000 rpm, e o sobrenadante foi analisado por HPLC.

As amostras de sangue foram imediatamente centrifugadas durante 15 min, a 3000 rpm e a
4°C. O soro foi separado e pequenas aliquotas tratadas com etanol frio, numa razao de 2:1 (v/v de
etanol/soro), para precipitar as proteinas. As amostras foram novamente centrifugadas a 3000 rpm

durante 15 min, a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi recolhido e analisado por HPLC.

4.9, Estudos em Linhas Celulares

Linhas Celulares:
As linhas celulares utilizadas na avaliacao dos compostos descritos neste trabalho foram as

MDAMB231 - linha celular derivada da mama humana com caracteristicas metastaticas.

Cultura de Células:
As células (2 x 10* células/200 pL) foram cultivadas em placas de 96 pocos, no meio de cultura
DMEM suplementado com 10% soro fetal bovino e 1% solucdo de antibioticos
estreptomicina/penicilina e incubadas a 37°C por 24 h numa estufa de CO, antes da adicao dos

compostos para permitir a aderéncia. Pocos sem composto serviram de controlo.

4.9.1. Inibicdo do crescimento celular (MTT)

A inibicao da proliferacdo celular dos compostos foi avaliada em células MDAMB231, uma linha
celular derivada da mama humana com caracteristicas metastaticas, usando o método do MTT.

Os compostos L', L?, ReL1 e ReL3 previamente solubilizados em agua (L' e L*) ou DMSO (ReL1
e ReL3) foram diluidos no meio das células na gama de concentracées (0,2 - 200 uM), adicionados as
células e incubados por 72 h. Apos este tempo de exposicdo o meio de cultura foi removido e
substituido por uma solucao de 200 pL MTT (0,5 mg/mL PBS). Esta solucdo foi incubada com as
células por 3-4 h a 37°C. Os cristais de formazan foram dissolvidos com 200 pyL DMSO e a absorvancia
de cada poco foi medida num espectrofotometro de placas (Power Wave Xs, Bio-TeK) a 570 nm.

A percentagem da densidade optica em funcao da concentracdo de composto foi representada
em grafico semilog, no entanto nao foi possivel determinar o valor de ICsy a partir das curvas de
dose-resposta, pois o comportamento dos compostos nao permite tracar uma curva. Os resultados
sdo expressos em percentagem de viabilidade celular relativa ao controlo (na auséncia dos

compostos).
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