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Resumo

O trabalho apresentado nesta tese teve como objectivo o desenvolvimento de novas
moléculas da familia do estradiol com especificidade biolégica para o receptor de estrogénio
(RE) e com interesse no diagndstico, progndstico e/ou terapia sistémica de carcinomas
invasivos da mama.

Com esse objectivo, procedeu-se a sintese e caracterizacao de derivados de estradiol
(L1-L7), funcionalizados na posigdo C16, com diferentes unidades quelantes bifuncionais
(DOTA, DTPA; DOTAGA e NOTAGA) ou com uma unidade intercaladora de ADN, o alaranjado
de acridina AO (3.8) ou com uma sonda fluorescente, BODIPY (4.3, 4.4). Estes conjugados
foram sintetizados na perspectiva de veicularem selectivamente radionuclideos (*'In e ®’Ga),
AO ou BODIPY para o interior de células de cancro da mama. Os compostos L1-L7 foram
utilizados na preparacdo de complexos de In/**!In e Ga/*’Ga.

Os estudos de afinidade para o receptor revelaram que os compostos L5-L7, InL5,
InL6 e 3.8 possuiam afinidade e eram selectivos para o subtipo a do RE.

Os complexos MaL1-"ne, ¥Gal2 e GaL7 foram obtidos com elevado
rendimento e pureza radioquimica, utilizando baixas concentragdes de ligando. A maioria dos
complexos demonstraram ser estdveis in vitro e in vivo. Estudos de captagdo em linhas
celulares de adenocarcinoma da mama MCF-7 e MDA-MB-231 revelaram taxas de captagao
relativamente baixas, consistentes com o caracter hidrofilico da maioria dos compostos,
sugerindo no entanto capta¢dao mediada pelo RE. Ensaios de biodistribuicdo revelaram rapida
depuracdo sanguinea e rapida captacdo hepatica. O composto *’Gal7 apresentou fixacdo
uterina e ovarica mais elevada indicando os ensaios de saturagdo dos receptores para um
mecanismo mediado pelo RE.

Por microscopia confocal de fluorescéncia, verificou-se que o composto
estradiol/AO internalizava em células MCF-7, localizando-se no nucleo.

Os compostos fluorescentes estradiol/BODIPY demonstraram elevados rendimentos
quanticos podendo ser utilizados em microscopia de fluorescéncia. Verificou-se também que

atravessavam a membrana plasmatica, ndo se observando internalizacdo nuclear.
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Abstract

The work described in this thesis has been focused on the development of a new
family of estradiol molecules with specificity for estrogen receptors (ER) aiming its potential
application in invasive breast cancer diagnosis, prognosis and/or systemic therapy.

To this end, a set of estradiol derivatives (L1-L7), functionalized at C16 with different
bifunctional chelating agents (DOTA, DTPA, DOTAGA and NOTAGA) with acridine orange (AO),
a DNA intercalating unit (3.8), or with the fluorescent probe BODIPY (4.3, 4.4) were
synthesized and characterized. These conjugates were synthesized aiming the selective
delivery of radionuclides (*’Ga and '*!In), AO or BODIPY into breast cancer cells. The L1-L7
compounds were the precursors used to prepare In/**!In and Ga/*’Ga complexes.

The receptor binding affinity studies indicated that the L5-L7, InL5, InL6 and 3.8
compounds have ER affinity and are selective to ERa subtype.

The complexes ™ InL1-"*!InL6, *’GaL2 and *’GaL7 were obtained in high yield and
radiochemical purity at low ligand concentrations. Most of the complexes are highly stable
both in vitro and in vivo. Cellular uptake studies in breast adenocarcinoma MCF-7 and MDA-
MB-231 cell lines have shown moderate to relatively low uptake rates, consistent with the
hydrophilic character of most compounds. Nevertheless results from receptor saturation
assays suggested that the uptake may occur by an ER-mediated process. Biodistribution
studies in animal models indicated rapid blood clearance and rapid excretion though the
hepatobiliar pathway. The highest uterine and ovarian uptake was found for ¥’GalL7 and
receptor blockade studies indicated an ER-mediated uptake mechanism.

The hybrid compound estradiol/AO internalizes into MCF-7 cells and localizes in the
cell nucleus, as demonstrated by confocal fluorescence microscopy analysis.

The fluorescent compounds estradiol/BODIPY have demonstrated high quantum
yields and can be used in fluorescence microscopy. These compounds are able to cross the cell

membranes but no nuclear internalization was observed.
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Ambito e Objectivos do Trabalho

O cancro da mama é o cancro com maior incidéncia no sexo feminino no mundo
ocidental. A taxa de mortalidade global tem diminuido consideravelmente nos ultimos anos,
contudo ainda é muito elevada na faixa etdria entre os 20 e os 59 anos. Por outro lado, 20 a
30% das doentes desenvolvem metdstases apds tratamento sendo o cancro da mama
metastizado incurdvel. Neste contexto, o desenvolvimento de novas moléculas com
especificidade bioldgica para alvos moleculares associados a estes tumores podera contribuir
para o diagndstico precoce, o progndstico, a monitorizacao da eficdcia terapéutica e a seleccao

do tratamento mais adequado e individualizado das doentes com cancro da mama.

O trabalho apresentado nesta tese insere-se no ambito do desenvolvimento de novas
moléculas dirigidas a biomarcadores de cancro da mama, com reconhecida relevancia clinica,

para imagiologia molecular e/ou terapia sistémica deste cancro.

O objectivo principal do trabalho proposto para esta tese consistiu no
desenvolvimento de novas moléculas da familia do estradiol com afinidade para os receptores
de estrogénio, na perspectiva da avaliacdo da sua potencial aplicacdo clinica no diagndstico

e/ou terapia dirigida de tumores da mama estrogénio-dependentes.

Nesse sentido, foi explorada uma nova estratégia que tira partido da elevada afinidade
da molécula do estradiol para os receptores de estrogénio e da sua capacidade de atravessar
passivamente a membrana celular para o transporte especifico de radionuclideos, unidades
intercaladoras de ADN ou sondas fluorescentes para o interior de células de carcinoma da

11, «
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mama. Tendo em consideragdo que o radionuclideo n é simultaneamente emissor de

radiacdo gama e de electrbes Auger, estabeleceu-se como um dos objectivos principais

111

contribuir para a avaliacdo do potencial terapéutico de complexos de ~~In com moléculas

derivadas do estradiol.

Para a concretizagao desse objectivo, o trabalho realizado incluiu numa primeira fase a
sintese, caracterizagao e avaliagdo do comportamento biolégico in vitro e in vivo de complexos
de ™In ou de ¥Ga com derivados da molécula do estradiol. Para a estabilizacdo dos
radiometais utilizaram-se ligandos bifuncionais do tipo poliaminocarboxilatos lineares (DTPA) e
ciclicos (DOTA, DOTAGA e NOTA). Para a sua conjugacdo ao estradiol foi seleccionada a
posicdo C16 do anel esterdide com base na reconhecida tolerdncia do receptor a modificagbes

estruturais nesta posicdo. Perspectivando o desenvolvimento de radiofarmacos para
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diagndstico de cancro da mama e principalmente com valor preditivo na resposta individual de
cada doente ao tratamento antecipava-se a obtencdo de complexos com afinidade para o
receptor de estrogénio. Por outro lado, este trabalho teve também o propésito de avaliar o
potencial destes complexos para terapia dirigida a tumores com positividade para receptores

de estrogénio uma vez que estes radionuclideos sdo emissores de electroes Auger.

O trabalho incluiu também a sintese e caracterizagdo de uma molécula hibrida de
estradiol, funcionalizada na posi¢dao C16 com uma unidade intercaladora de ADN, o alaranjado
de acridina, e a sua avaliacdo biolégica através de ensaios de afinidade de ligacdo ao receptor
de estrogénio e da determinacdo da viabilidade celular, captacdo e localizagdo subcelular em
linhas celulares de cancro da mama. Este estudo teve por objectivo a avaliagdo do hibrido
estradiol/alaranjado de acridina para terapia selectiva de tumores da mama estrogénio-

dependentes.

Por fim, foi sintetizada uma nova familia de compostos derivados de estradiol
funcionalizado na posicdo C16 com uma sonda fluorescente, um derivado BODIPY, com o
objectivo final de preparar uma sonda bimodal que incorporasse simultaneamente a
biomolécula, a sonda fluorescente e uma unidade quelante. Pretendia-se avaliar a capacidade
dessas sondas para detecgdo simultanea por SPECT e imagiologia 6ptica de tumores que

expressem o receptor estrogénico.

Esta dissertacdo estd organizada em seis capitulos, sendo o primeiro uma introdugdo
geral seguida de trés capitulos de trabalho experimental, um capitulo de conclusdes finais e

um capitulo final contendo todos os procedimentos experimentais.

No primeiro capitulo é feita uma breve introdugdo sobre o cancro da mama e o estado
da arte relativamente as metodologias de diagndstico e terapia nesta patologia. Particular
destaque é dado a contribuicdo da medicina nuclear e a utilizacdo de moléculas da familia de

estradiol.

O segundo capitulo refere-se a sintese, caracterizagao e avalia¢do bioldgica dos novos
derivados de estradiol conjugados a diferentes agentes quelantes bifuncionais e dos

respectivos complexos de *'In e *’Ga.

No terceiro capitulo descreve-se a sintese e avaliagdo bioldgica de uma molécula

hibrida estradiol/alaranjado de acridina.
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O quarto capitulo é dedicado a sintese e avaliagdo de uma nova classe de compostos

derivados de estradiol contendo uma sonda fluorescente derivada do BODIPY.

No quinto capitulo, sdo apresentadas as conclusdes finais e as perspectivas de trabalho

futuro para completar e continuar os estudos ja desenvolvidos.

Por fim, no ultimo capitulo, descrevem-se os materiais e os protocolos utilizados no
decurso de todo o trabalho experimental desenvolvido. A bibliografia encontra-se referenciada

no final da tese.
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1. Introducgao

1.1. Cancro da Mama

As doencas oncoldgicas constituem uma das principais causas de morte em todo o
, . 1 . .
mundo, s6 ultrapassadas pelas doengas cardiovasculares.” Em 2012, foram diagnosticados 14
milhGes de novos casos de cancro e registaram-se 8,2 milhGes de mortes por doenca
oncoldgica. Prevé-se que nas proximas duas décadas o niUmero de novos casos aumente para
L 1 ~ , n
22 milhdes.” Os cancros do pulmdo, da mama na mulher, do coldn e recto e do estdmago
representam cerca de 40% de todos os casos diagnosticados.” Na mulher o cancro da mama é
a doenca do foro oncoldgico mais comum. Na tabela 1.1. sdo apresentados os dados da

incidéncia e mortalidade por cancro da mama a nivel mundial no ano de 2012.

Tabela 1.1. Incidéncia do cancro da mama a nivel mundial em 2012.°

Prevalénciaa 5

Numeros estimados (milhares) Novos Casos Mortalidade

anos
Mundo 1677 522 6255
RegiGes mais desenvolvidas 794 198 3224
Regides menos desenvolvidas 883 324 3032
Africa 100 49 318
América 408 92 1618
Regido do Mediterranio Este 99 42 348
Europa (excepto UE) 500 143 1960
Regido do Sudeste Asiatico 240 110 735
Regido Pacifica Ocidental 330 86 1276
Membros do IARC (24 paises) 940 257 3614
EUA 233 44 971
China 187 48 697
India 145 70 397
Unido Europeia (UE-28) 367 92 1467

O cancro da mama constitui a segunda causa de morte no sexo feminino a seguir ao
cancro do pulmao, a nivel mundial. No entanto, na faixa etaria entre os 20 e os 59 anos é a
principal causa de morte por cancro. Por outro lado, na Europa este cancro constitui a principal

causa de mortalidade feminina do foro oncolégico. Em Portugal, surgem todos os anos cerca
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de 4500 novos casos e morrem, aproximadamente, 1500 mulheres vitimadas por esta
doenca.*® Apesar do aumento verificado na sua incidéncia, a taxa de mortalidade global tem
diminuido nos ultimos anos principalmente em consequéncia do maior nimero de casos
diagnosticados precocemente e da maior eficacia dos tratamentos adoptados, dos quais se
destacam as terapias adjuvantes por via sistémica.® No caso do diagndstico em estadios iniciais
da doenca a taxa de cura é muito elevada podendo ocorrer em 70% das doentes. Contudo o
progndéstico em caso de recidiva ndo é favoravel e o cancro da mama metastatico ndo é
curavel.” ® Neste contexto é importante definir uma estratégia terapéutica que garanta a cada
doente um tratamento mais adequado evitando os efeitos secunddarios e a morbilidade,
frequentemente associados aos farmacos antitumorais. Assim, para além da caracterizagdo
histolégica classica do cancro da mama é importante a determinagdo de biomarcadores
tumorais, a nivel celular e molecular, que permitam identificar o risco e/ou vantagem do
tratamento adjuvante para cada doente. Deste modo serd também possivel seleccionar a

melhor opcio terapéutica.” *°

O cancro da mama é uma doenca heterogénea do ponto de vista molecular. Existem
diversos subtipos que apresentam perfil molecular e comportamento biolégico diferentes.
Consequentemente a avaliagdo de marcadores de progndstico e preditivos de resposta ao
tratamento, associados a cada tumor, é essencial para assegurar a eficacia terapéutica
personalizada, sem efeitos adversos. A caracterizagdo celular, molecular e genética dos
tumores conduziu a identificacdo de varios biomarcadores com valor progndstico e preditivo
de resposta a tratamento. Contudo para a caracterizacdo dos carcinomas da mama e definicdo
da opcdo terapéutica apenas trés biomarcadores sdo utilizados de modo sistematico,
designadamente os receptores de estrogénios (RE), de progesterona (RP) e do factor
epidérmico humano 2 (HER-2). Os tumores que expressam os marcadores hormonais RE e/ou
RP tém indicagdo para terapéutica enddcrina e possuem menor taxa de resposta clinica apds
quimioterapia. A expressao tumoral de HER-2 é preditiva de resposta a terapia adjuvante com
o anticorpo monoclonal anti-HER-2 transtuzumab ou com inibidores da tirosinacinase, como
por exemplo o lapatinib. Estes biomarcadores também tém sido considerados como alvos
potenciais para a imagiologia molecular in vivo dos tumores."* Mais recentemente a proteina
Ki67 foi identificada como biomarcador da proliferagdo celular. A expressdo tumoral de Ki67
tem valor preditivo na resposta a quimioterapia e a quimioterapia adjuvante, especialmente

quando determinada durante ou apds tratamento.™
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Na ultima década a andlise da expressao genética das células de cancro da mama
permitiu a sua classificagdo em subtipos moleculares intrinsecos que se relacionam
directamente com os trés biomarcadores anteriormente referidos. Assim os carcinomas da
mama invasivos podem ser agrupados em trés grandes grupos que dependem,

predominantemente, da expressdo do RE™ **:

1) tumores do tipo luminal (RE positivos);
2) tumores que sobre-expressam HER-2 (RE negativos e HER-2 positivos);
3) tumores do tipo basal (RE negativos, RP negativos e HER-2 negativos).

Os tumores do tipo luminal apresentam caracteristicas de células luminais, expressam
citoqueratinas e factores de transcricdao que incluem o RE e estdo associados a um progndstico
favordvel. O subtipo que sobreexpressa HER-2 ndo expressa receptores hormonais e apresenta
pior progndstico. Os tumores com diferenciacdo basal caracterizam-se pela auséncia de HER-2
e de receptores hormonais e pela expressdo de caracteristicas das células basais/mioepiteliais.
Este subtipo de carcinomas apresenta elevada agressividade e uma reduzida taxa de resposta
as terapias convencionais. Esta classificacdo (tabela 1.2) tem por base a assinatura molecular
obtida por técnica de microarray, no entanto a validacdo do seu valor preditivo requer

confirmacdo por analise de séries de carcinomas.

Tabela 1.2.- Classificagdo dos carcinomas da mama. (Adaptado de )

Subtipos Expressao de Expressao de genes
Frequéncia Prognostico
Moleculares RE/RP/HER-2 de proliferagdo
Basal 10-20% RE (-), RP (-), HER-2(-) Elevada Mau
Sobreexpressao de 10-15% RE(-), RP(-), HER-2(+) Elevada Mau
HER-2
Normal Breast Like 5-10% RE(-/+), HER-2(-) Baixa Intermédio
Luminal A 50-60% RE(+), RP (+), HER-2(-) Baixa Excelente
Luminal B 10-20% RE(+/-), RP(+/-), Elevada Intermédio/Mau
HER-2 (-/+)
Claudin-low 12-14% RE(-), RP(-), HER-2(-) Elevada Mau
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Actualmente existem duas assinaturas gendmicas, o Oncotype Dx, desenvolvido para
prever o risco de recidiva e o Mammaprint, de 70 genes, que classifica os tumores de acordo
com o seu progndstico. Decorrem estudos com estes perfis genéticos para validar o seu valor
preditivo na resposta terapéutica e no progndstico de cada tumor. Assim é expectdvel que

futuramente seja possivel identificar as doentes que beneficiam com a quimioterapia.™

1.1.1. Diagnostico e estadiamento do cancro da mama

O diagnéstico e decisdo terapéutica no cancro da mama requerem uma abordagem
multidisciplinar que envolve especialistas em ginecologia, oncologia, imagiologia, patologia,
radioterapia. A deteccdo pode ser efectuada através de exames imagioldgicos de rastreio ou
de profilaxia. O principal meio de diagndstico de rastreio do cancro da mama é a mamografia
anual, a partir dos 40 anos, ou 35 no caso de antecedentes familiares. No entanto o exame
fisico também é muito importante uma vez que cerca de 11% dos tumores ndo sdo detectados

por mamografia.™
As modalidades imagiolégicas de diagndstico mais comuns sdo:

Mamogradfia- Constitui o método de eleigdo para diagndstico em mulheres sem mama
densa. Apds a menopausa é a melhor forma de detectar lesdes ndo palpaveis. Cerca de 90%
dos novos casos de cancro da mama sdo diagnosticados através de mamografia ou, em ultima

instancia, através de ressonancia magnética.’

Ecografia- E o método mais eficaz para diagnosticar pequenos tumores em mulheres
com mama densa e para diferenciar nédulos de lesdes quisticas. E o exame de primeira linha
em mulheres jovens contribuindo para a detecgdao de algumas neoplasias. Noutras faixas
etarias concorre com a mamografia para o diagndstico precoce devendo ser feita em paralelo

com a mamografia.

Ressondncia magnética- Método mais sensivel na detec¢gdo do cancro da mama,
contribui para o diagndstico de doentes de alto risco e com carcinoma oculto em que existe
adenopatia axilar metastatica ndo detectado na mamografia ou na ecografia. E também
utilizada para avaliar a resposta a quimioterapia neoadjuvante. Esta modalidade apresenta

muitos falsos positivos e por isso ndo pode ser a Unica indicacdo para cirurgia.

Estas técnicas constituem o principal meio de deteccdo do cancro da mama. Sdo

métodos nao invasivos mas que ddo informagdo essencialmente sobre alteracdes morfoldgicas
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gue podem ser ou nao suspeitas de malignidade. Em caso de malignidade, antes de qualquer
decisdo terapéutica é necessario um diagndstico histolégico, com recurso a biopsia da lesdo
mamaria, para confirmacao do carcinoma. Assim sendo, as técnicas de imagiologia molecular
gue dao informacado funcional sdao fundamentais para diagnosticar o cancro da mama de modo

nao invasivo.

A Medicina Nuclear é uma especialidade médica que utiliza técnicas nucleares de
imagem que combinam uma elevada sensibilidade, conferida pelo presenca de radionuclideos,
e uma elevada especificidade quando utiliza moléculas biologicamente activas para vectorizar
o radionuclideo para alvos especificos a nivel celular e molecular. Deste modo possibilita a
caracterizacdo precoce a nivel molecular, antecipando alteracdes morfoldgicas associadas a
estados mais avancados da doencga. Nesse sentido, nos Ultimos anos tem havido um interesse
crescente na utilizagdo de técnicas de Medicina Nuclear, nomeadamente a tomografia
computadorizada de fotdo Unico (SPECT) e a tomografia de emissdo de positrées (PET) no
diagnéstico do cancro da mama. A visualizacdo da expressao dos biomarcadores moleculares
do cancro da mama, em especial dos receptores de estrogénio, constitui uma estratégia
importante no diagndstico, progndstico e definicdo de uma opcdo terapéutica personalizada. A
deteccdo destes receptores tem também valor preditivo na resposta terapéutica e no
seguimento do tratamento. Contudo, até ao momento ndo existem sondas radioactivas
especificas com caracteristicas ideias para a detec¢do de cancro da mama estrégenio-

dependente.

PET e SPECT- Estas técnicas nucleares ao possibilitarem a deteccdo ndo invasiva de
alteracGes a nivel molecular permitem a identificacdo precoce de tumores assim como a
resposta individual aos tratamentos.™ Por outro lado, s3o também utilizadas para visualizar
metdastases em érgdos distantes do tumor primdrio e no estadiamento de nédulos axilares pré-

. .1
cirurgia. >

1.1.2. Tratamento do cancro da mama

O tratamento da doente com cancro da mama pode envolver uma terapéutica
locorregional como a cirurgia e a radioterapia ou uma terapia sistémica, como a

hormonoterapia, a quimioterapia, ou terapias alvo."” Por outro lado a combinacdo de
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modalidades terapéuticas constitui uma abordagem frequente para maximizar a eficacia do
tratamento. O diagndstico histoldgico do carcinoma da mama quanto a expressdo de RE, RP e
HER-2 é obrigatdrio. Pode ainda incluir a deteccdo dos niveis de expressdo das proteinas Ki67 e
das citoqueratinas 5 e 6. A técnica de pesquisa de invasao ganglionar por bidpsia do ganglio
sentinela permite o estadiamento ganglionar e pode constituir alternativa ao esvaziamento

axilar.

O cancro da mama é um tumor maligno que se desenvolve nas células do tecido
mamario cuja principal caracteristica consiste na heterogeneidade bioldgica, que reflecte a
complexidade e variabilidade de mutag¢des que ocorreram durante o processo de oncogénese.
Quando ocorre uma alteracao genética durante a divisao celular, a célula danificada comeca a
multiplicar-se muito rapidamente e de forma aleatdria. Actualmente reconhecem-se seis
alteracOes na fisiologia celular que determinam a proliferacdo de células malignas: 1) Auto-
suficiéncia nos sinais de proliferacdo; 2) Falta de sensibilidade aos sinais inibidores da
proliferacdo; 3) Resisténcia a morte celular programada, a apoptose; 4) Capacidade replicativa
ilimitada; 5) Inducdo de angiogénese; 6) Invasdo de tecidos e metastases.™® O conjunto destes
factores determina a resposta tumoral as varias terapéuticas e o desenvolvimento de
resisténcia aos tratamentos. A metastase constitui a Ultima fase da doenca e ocorre quando as
células tumorais se espalham para diferentes orgdos. Estas células podem ser transportadas
através do sangue ou, como é mais comum nos tumores mamarios, através do sistema
linfatico. Deste modo, as células tumorais migram para os nddulos linfaticos situados nas axilas
sendo este, o local mais frequente na deteccdo de metdstases. Em estadios avancados da

doenca é possivel encontrar metastases no figado, ossos, pulm3o e pele.”®

s

Cirurgia- A cirurgia conservadora é a mais frequente (75-85%) sendo geralmente
realizada no caso de tumores de tamanho reduzido ou em tumores de maiores dimensdes em
regressdo, apds quimioterapia primdria. A mastectomia pode ser necessdria no caso de
carcinomas invasivos multicéntricos, ductais extensos ou de grandes dimensdes. A sua
combinag¢do com quimioterapia adjuvante e neo-adjuvante e radioterapia sdo estratégias

1 15,1
frequentemente utilizadas.™ "’

Radioterapia- Esta terapéutica faz parte integrante do tratamento apds cirurgia
conservadora e a sua utilizagdo reduz muito a probabilidade de recidiva local. Quando utilizada
ap6s mastectomia aumenta a sobrevivéncia. Em doentes com metastases dsseas, ciclos curtos

de irradiagdao podem ter efeito paliativo e prevenir fracturas.
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Aproximadamente 60 a 70% dos novos casos de cancro da mama diagnosticados,
expressam RE em concentra¢cdes mais elevadas do que em tecidos normais da mama ou
tecidos n3o-alvo.'® A quimioterapia e a hormonoterapia s3o as terapéuticas mais utilizadas no
tratamento do cancro da mama que sobreexpressam estes receptores. No entanto, muitas das
pacientes tornam-se resistentes aos tratamentos e desenvolvem tumores metastaticos.’> **
Tém sido propostos varios mecanismos para explicar a progressao tumoral e a resisténcia aos
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farmacos sendo claro que uma deteccao precoce do cancro da mama é fundamental para

que se possa adoptar a melhor terapia.”> *°

Terapias sistémicas- Estas terapéuticas podem ser utilizadas com diferentes
propdsitos:™® 1) terapia adjuvante que é administrada pds-cirurgia para evitar que as
micrometdstases se dispersem para outros orgdos ou tecidos, o que potencialmente pode
sempre acontecer em doentes com carcinoma invasivo e 2) terapia neoadjuvante que
constitui o primeiro tratamento em doentes com tumores em estado avancado ou de grandes
dimensdes. Pode também ser utilizada para aumentar a probabilidade de fazer cirurgia

conservativa. Para além disso, pode induzir a regressdo de nddulos axilares e fornecer

informagdo sobre a resposta ao tratamento.

A decisdo da terapéutica depende da categoria de risco de recorréncia, estabelecida de
acordo com o Consenso de St Gallen, e de se tratar de tumores com resposta enddcrina que
podem ser tratados com hormonoterapia ou de doenca sem resposta enddcrina em que a
op¢do é a quimioterapia, eventualmente utilizando também anticorpos monoclonais ou

inibidores da tirosinacinase.?’

1.1.2.1. Hormonoterapia

A hormonoterapia estd indicada sempre que ha expressdo dos RE contribuindo para
reduzir as taxas de recorréncia e de morte aos 5 anos em 41 e 34%, respectivamente.28
Aproximadamente 75% dos carcinomas da mama expressam RE e/ou RP.” Para estes tumores
a terapia enddcrina tem sido utilizada como tratamento padrdo com o objectivo de modelar
ou interromper a funcdo do RE ou a producdo enddgena de estrogénios que desempenham
um papel fundamental no crescimento tumoral.”” Em geral, esta terapéutica tem uma boa
resposta inicial mas, na maioria dos casos, os tumores desenvolvem resisténcia aos farmacos

apods tratamento repetido. O aparecimento de multipla resisténcia a farmacos constitui um

problema na terapia hormonal do cancro da mama com grande impacto na Saude Publica.
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Nestes casos é necessdrio recorrer a quimioterapia, numa tentativa de controlar a progressao
da doenga. Embora os tumores que expressam RE possuam menor taxa de crescimento, o seu
potencial metastatico ndo é menor. A expressdao de RE por si sé ndo é um bom indicador de
progndstico mas tem um bom valor preditivo de resposta ao tratamento com agentes que
bloqueiam a sinalizacdo dos receptores. A deteccdo de uma percentagem de células que
expressam RE superior a 50% indica uma boa resposta a hormonoterapia. No caso de baixa

percentagem de células com RE poderd ser necessario recorrer a quimioterapia.

No cancro da mama estrogénio-dependente, a inibicdo da sinalizacdo dos RE pode ser

realizada através de:

e Moduladores selectivos do receptor de estrogénio (SERM- selective estrogen receptor

modelator), como por exemplo o tamoxifeno.

e Medidas para redugdo do nivel de estrogénios circulantes tais como abla¢do ovarica e
utilizacao de analogos da hormona de libertagao da hormona luteinizante, LHRH ou de

inibidores da aromatase.
e Antagonistas do receptor de estrogénio.

Os SERMs sdo antiestrogénios que inibem a funcdo dos estrogénios nas células do
cancro da mama mas, tal como a designacdo indica, sdo selectivos e podem ter actividade
agonista ou antagonista noutras células ou tecido-alvo. Sdo exemplos de SERMs o tamoxifeno,

o toremifeno, o raloxifeno, entre outros.

O tamoxifeno é um antiestrogénio ndo esterdide cujo mecanismo de acgao consiste na
inibicdo competitiva da ligacdo dos estrogénios aos receptores e consequente inibicdo da
expressao dos genes regulados pelos estrogénios, retardando a proliferacao celular. Nos
ultimos anos, o tamoxifeno tem sido o farmaco de elei¢do no tratamento adjuvante do cancro
da mama estrogénio-dependente. Cancros que expressam RE/RP possuem taxas de resposta
de 60-70% enquanto os cancros que ndo expressam estes receptores possuem taxas inferiores
a 10%.” Por outro lado, a taxa de recorréncia a 5 anos é reduzida a metade.? No entanto na
doenca metastatica o seu efeito estd limitado a um tempo médio de 15 meses verificando-se
apds este periodo desenvolvimento de resisténcia.® Os efeitos agonistas do tamoxifeno
ajudam a reforcar e manter as células do osso e reduzem o risco de problemas coronarios.>*?

Por ser um agonista parcial apresenta igualmente actividade estimuladora intrinseca

semelhante ao estrogénio nalguns tecidos, osso, endométrio. O caracter agonista do
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tamoxifeno poderd também ser o responsdvel por alguns dos efeitos secunddrios como a

resisténcia do tumor ao farmaco.*

Posteriormente foram desenvolvidos outros SERMs e o seu interesse clinico avaliado,
nomeadamente o droloxifeno, idoxifeno, toremifeno, miproxifeno e raloxifeno (Figura 1.1.)

mas nenhum demonstrou eficacia terapéutica superior a do tamoxifeno."

A reducdo do nivel de estrogénios circulantes na mulher pré-menopdusica pode ser
definitiva por ablacdo ovarica ou transitéria por administracdo de analogos da LHRH,
dependendo do risco de recorréncia. Apds a menopausa sao utilizados inibidores da
aromatase.* Os inibidores da aromatase (IA) inibem a enzima aromatase que catalisa a
conversdo de androgénios em estrogénios. Assim inibem a sintese nos tecidos periféricos, a
principal fonte de estrogénios nestas mulheres. Actualmente os IA em utilizagdo clinica
pertencem a 32 geragdo que apresenta maior poténcia, especificidade e toxicidade reduzida
relativamente aos de 12 e 22 geracdo. Quanto aos mecanismos de ac¢do, estes podem ser do
tipo | ou inactivadores produzindo inactivacdo irreversivel da enzima ou do tipo Il ou inibidores
competitivos, que actuam por ligacdo competitiva a enzima inactivando-a de modo reversivel.
Os IA do tipo | sdo do tipo esteréide, como por exemplo o exemestano, enquanto os do tipo Il
sdo ndo-esterdides, tais como o anastrazole e o letrozole (Figura 1.1.). Os estudos realizados
em mulheres pds-menopausicas que compararam a eficacia dos IA com a do tamoxifeno,
demonstraram uma melhoria no intervalo livre de doenga e do tempo para a progressao sem
melhoria da sobrevivéncia global. Por outro lado, é também reconhecido que o tratamento
exclusivo com tamoxifeno em doentes com elevado risco de recorréncia ndo é suficiente

devendo ser seguido de tratamento com IA."*°

O tratamento com IA é particularmente
recomendado em doentes com contra-indicagdes para tamoxifeno, como por exemplo em

doentes com antecedentes de trombose, embolia ou doencas da retina.’

Foram sintetizados varios estrogénios antagonistas do RE visando o tratamento do
cancro da mama. Desses antagonistas destacou-se o fulvestrant (Figura 1.1.). O Fulvestrant é
um antiestrogénio puro mas também actua de modo selectivo no RE como downregulator.
Tem um modo de ac¢do diferente dos outros farmacos em hormonoterapia pois inactiva
totalmente as fung¢des de transcricdo do RE suprimindo a expressdo de genes estrogénio-
dependentes. Apesar de ser eficaz no tratamento do cancro da mama estrogénio-dependente,
ndo previne a perda de densidade dssea e apresenta alguns efeitos secundarios no sistema

cardiovascular.’® Liga-se aos RE de forma competitiva e com uma afinidade comparavel & do
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estradiol.*® E habitualmente utilizado apds progressdo da doenca sob tratamento com

tamoxifeno ou IA em qualquer faixa etéria.*”’
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Figura 1.1.- Estrutura quimica de alguns SERMs (tamoxifeno, raloxifeno e toremifeno), inibidores de
aromatase (exemestano, anastrazole e letrozole) e de antagonistas do receptor de estrogénio

(Fulvestrant).

Para terapia paliativa, a principal opgao é, sempre que possivel, a hormonoterapia
devido a sua menor toxicidade, maior duragdo de resposta e igual sobrevivéncia
comparativamente a quimioterapia. De um modo geral, a administragdo sequencial de
tamoxifeno, IA ndo esterdides, IA esterdides e fulvestrant tém, em muitos doentes, um efeito

paliativo durante periodos longos devido ao diferente mecanismo de acgao.

1.1.2.2. Quimioterapia

A gquimioterapia esta indicada em doentes cujos tumores ndo expressam nem RE nem
RP. Embora também seja eficaz em tumores que expressam estes receptores, a resposta a
guimioterapia é menor. Pode ser utilizada como terapia adjuvante prevenindo a recorréncia de
micrometdstases ja existentes no momento do diagndstico. A associagdo da quimioterapia a
terapéutica local apropriada melhora o prognodstico do cancro da mama prevenindo as

recorréncias a distancia. Varios estudos clinicos utilizando diferentes combinagdes de farmacos
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demonstraram o beneficio da quimioterapia adjuvante nas doentes com alto risco de
recorréncia. Segundo o Consenso de St Gallen os tumores triplos negativos e os tumores HER-2
positivo possuem indicacBes formais para quimioterapia adjuvante.’” A quimioterapia pode
também ser utilizada como terapia neo-adjuvante para induzir a regressdao dos tumores e

facilitar a cirurgia e radioterapia.

Na década de 1960, a combinac¢do de ciclofosfamida, metotrexato e 5-fluorouracilo foi
considerada terapia padrdo em doentes com cancro da mama em estadio precoce.
Posteriormente foram incluidas antraciclinas nos esquemas de quimioterapia com beneficio na
reducdo do risco de recorréncia e de morte. Com base em diversos estudos clinicos, as
antraciclinas foram adoptadas como farmacos padrdao em quimioterapia adjuvante. Os taxanos
foram adicionados aos esquemas convencionais com antraciclinas, na década de 1990, tendo
sido validados como terapéutica padrdao no cancro da mama em doentes com ganglios

positivos. 27,37

Na ultima década a utilizagdo da quimioterapia evoluiu bastante permitindo uma
melhoria consideravel da sobrevivéncia global das doentes. No entanto, o tratamento do
cancro da mama metastatico constitui ainda um grande desafio. Apesar de incuravel, este
cancro é geralmente sensivel a quimioterapia permitindo controlar os sintomas e prolongar a
sobrevida. Assim a quimioterapia com antraciclinas ou taxanos constitui o principal tratamento
dependendo a sua duragdo da resposta, da toxicidade e tolerancia. No entanto o periodo de
resposta é geralmente curto e a sobrevivéncia a longo prazo n3o é frequente.>’ Nas doentes
com recorréncia precoce podem ser tentados outros fadrmacos, tais como gemcitabina,

epotilones, derivados de platina, em regime de monoterapia ou em combinacao.

Tal como referido anteriormente, o tratamento individualizado é cada vez mais
aplicado tendo em consideracdo os avangos recentes na oncologia molecular que antecipam a
utilizacdo do perfil molecular para orientar a decisdo terapéutica, nomeadamente a indicagdo
para quimioterapia apenas em doentes com elevada probabilidade de terapia efectiva e

evitando tratamentos desnecessarios em doentes cujo beneficio é previsivelmente baixo.

1.1.2.3. Terapia dirigida a alvos especificos

Os avancos recentes em patogénese molecular dos tumores permitiram a identificagao

de alvos especificos relacionados com a proliferagao e disseminagao tumoral que podem ser
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Uteis no tratamento mais efectivo do cancro da mama. O anticorpo monoclonal recombinante
humanizado trastuzumab foi o primeiro vector bioldgico a ser utilizado com eficdcia em
cancros da mama que sobre-expressam HER-2.">%

O HER-2 é uma glicoproteina transmembranar com actividade catalitica em tirosina-
cinase. Estd associado a doenca mais agressiva, elevado risco de recidiva e sobrevivéncia
reduzida.®® A sobre-expressdo de HER-2 ou a amplificacio do gene HER-2 selecciona as
doentes para tratamento com trastuzumab, um anticorpo anti-HER-2, dirigido ao dominio
extracelular do HER-2. O tratamento estd indicado em terapia neo-adjuvante, terapia
adjuvante concomitante com quimioterapia ou sequencial, e no tratamento de doentes com
cancro metastizado cujos tumores sobre-expressam HER-2. Quando administrado em
combinagcdo com quimioterapia, aumenta a sobrevivéncia global e diminui a progressdao de
doencga. Contudo, o seu uso estd associado a cardiotoxicidade e a elevada percentagem de
resisténcia ao tratamento.'® Recentemente foi aprovado pela FDA e EMA a utilizagdo de outro
anticorpo monoclonal humanizado, o pertuzumab, em terapia combinada com docetaxel e

trastuzumab. Este anticorpo liga-se a um dominio diferente do HER-2 bloqueando a sua

dimeriza¢do.*

O lapatinib é um inibidor reversivel da tirosina-cinase que tem como alvos os
receptores EGFR (receptor do factor de crescimento epidérmico) e HER-2. A sua utilizacdo esta
indicada em cancro da mama metastizado que sobre-expressa HER-2 resistente ao

trastuzumab. %’

O bevacizumab é outro anticorpo monoclonal que se liga especificamente ao factor de
crescimento do endotélio vascular, VEGF, bloqueando a sua ac¢do mediadora de angiogénese.
A sobre-expressdao de VEGF correlaciona-se com um progndstico reservado. Estudos pré-
clinicos indicaram que o bevacizumab parece ser promissor na redugao da angiogénese
tumoral e inibicdo de tumores sélidos. A associacdo deste anticorpo a paclitaxel mostrou

melhoria no intervalo livre de doenga e na taxa de resposta global, num ensaio clinico fase Ill.

Os carcinomas com fendtipo triplo negativo (RE, RP e HER-2) representam 10 a 20%
dos cancros da mama sendo a maioria do tipo basal embora ndo haja uma concordancia
completa entre os dois grupos.”” A designacdo triplo negativo refere-se a classificacdo
imunohistoquimica enquanto a expressao tipo basal é definida a partir da expressdo de genes
por andlise de microarray. Os carcinomas destes subtipos apresentam caracteristicas
moleculares, histoldgicas e tumorais que |hes conferem progndstico desfavoravel, elevada

malignidade, menor sobrevida, elevada taxa de metastizagdo com um padrdo de localizagdo
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preferencial no pulmdo e cérebro sem metdastases nos ganglios linfaticos. Nao existindo
terapéuticas alvo para este tipo de tumores, o tratamento engloba geralmente cirurgia,

#42 No entanto parece existir

radioterapia e quimioterapia com antraciclinas e taxanos.
correlacdo com cancros da mama hereditarios que expressam fendtipo associado a mutacao
do gene BRCA1. Este gene é necessario para reparar o ADN, pelo menos parcialmente. Por
outro lado as células com defeito de reparacdo do ADN sdo mais sensiveis aos inibidores da
poli (ADP-ribose) polimerase 1 (PARP1). Como a PARP1 actua na reparagao de quebras de ADN
de cadeia Unica, a sua inactivagdo pode provocar morte celular. Neste contexto, os inibidores

da PARP1 poderdo vir a desempenhar, futuramente, um papel importante na terapia dirigida a

este tipo de carcinomas.”

1.2. Receptores de Estrogénio

Os estrogénios sdao hormonas que desempenham funcgoes fisioldgicas e patoldgicas
muito importantes, em especial no sexo feminino. O estradiol (E2) e a estrona (E1l) sdo
responsaveis, juntamente com a progesterona, pelo desenvolvimento e regulagdo do sistema
mamario e reprodutivo da mulher (Figura 1.2.). Actuam também na regulacdo do crescimento
dsseo e na manutengdo das fun¢bes cardiovascular, do sistema nervoso central e da resposta
imune. Consequentemente, alteragdes nos niveis de estrogénios podem induzir situagdes

24 0Os estrogénios

patoldgicas nestes sistemas e o eventual aparecimento de tumores.
estimulam a proliferagao e a actividade metastatica dos cancros da mama com positividade

para RE.

OH (0]

HO HO

E2 E1l

Figura 1.2.- Estrutura quimica do estradiol (E2) e da estrona (E1).

A biossintese dos estrogénios ocorre fundamentalmente no aparelho reprodutivo
feminino, a partir do precursor androstenediona, mas também no tecido adiposo através dos
androgénios produzidos nas glandulas adrenais. O estradiol é o estrogénio predominante

durante o periodo de pré-menopausa sendo produzido principalmente pelos ovarios. A sua
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actividade intrinseca é muito superior a da estrona mas pode haver interconversao entre estas
duas hormonas através da enzima 17B-desidrogenase. Apds a menopausa, 0s ovarios ndo
funcionam e a producdo de estradiol é feita nos tecidos periféricos, adiposo e muscular.* Os
efeitos bioldgicos dos estrogénios nos tecidos sdo mediados fundamentalmente pelos
receptores de estrogénios: receptor do subtipo a, REa e receptor do subtipo B, REB (Figura

1.3.).

1.2.1. Subtipos do receptor de estrogénio

Os receptores de estrogénio pertencem a superfamilia dos receptores nucleares,
subfamilia dos receptores hormonais esterdides que estd dividida em duas classes | e Il. A
casse | inclui, para além dos esteréides hormonais REa e REB, RPA e RPB, receptores
glucocorticéide, mineralocorticdide e de androgénio. Estes receptores ligam-se ao ADN sob a
forma de homodimeros e medeiam a resposta celular aos estrogénios através da regulacdo da

sintese de ARN e de proteinas.***’

Os RE sdo factores de transcricdo dependentes dos seus ligandos enddgenos. Foram
identificados pela primeira vez em 1966, por Toft e colaboradores e durante muitos anos
assumiu-se que existia um Unico subtipo, o REa, responsavel pelos niveis fisiolégicos de

estradiol.*®

Sé muito mais tarde, em 1996, o REP foi identificado e caracterizado. O REa e o
REB sdo codificados por genes diferentes e possuem distribuicées diferentes nos tecidos. 0
subtipo REa é essencialmente expresso no utero, ovarios e figado enquanto os REB, sdo
expressos predominantemente no 0sso, sistema nervoso central, sistema cardiovascular e

.°° No tecido normal da mama predomina a isoforma REB enquanto

sistema gastrointestina
nas lesdes pré-malignas a concentracdo de REa geralmente aumenta promovendo a

proliferacdo celular, sob estimulacdo de estrogénios, e diminuindo a expressdo do REP.

REa REB

Figura 1.3.- Representagdo da estrutura 3D dos receptores de estrogénio: REa e RE™?
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Estes dois subtipos do RE possuem uma estrutura modular semelhante com varios
dominios que incluem 6 regides funcionais (A-F). Do terminal N, onde se localiza o dominio
A/B, para o terminal C, onde se situa o dominio F (Figura 1.4.). O dominio A/B, ndo depende da
ligacdo ao ligando e é responsavel por interaccdes proteina-proteina e pelo aumento da
expressao de genes. Na regido C localiza-se o dominio de ligacdo ao ADN e é também
responsdvel pela dimerizacdo do receptor. O dominio de ligacdo ao ligando localiza-se na

regidao E onde também actuam co-ativadores e supressores.

1 180 301 553 596

260
HZN_C A/B ( C (D -H_COOH REa
)
ADN

Ligando

1 144 224 254 504 530
H,N —( A/B C C (D -I(_COOH REB

Figural.4.- Representagdo esquemdtica da estrutura dos receptores de estrogénio: REa e RE. 52

Os subtipos REa e REB partilham uma sequéncia homodloga de aproximadamente
47%.>>** A maior diferenca verifica-se no dominio A/B onde a homologia é apenas de 20%.
Contudo o dominio de ligacdo ao ADN apresenta uma homologia de 95% comparativamente a
55% de homologia no dominio de ligagdo ao ligando, na regido E. Assim sendo, a homologia
dos dominios de ligacdo poderia sugerir ac¢des semelhantes apoés ligacdo ao ADN, ou aos
ligandos, o que ndo se verifica devido a baixa homologia global. De facto o REB tem, por vezes,
efeito oposto ao do REa devido as diferencas nos dominios de ligacdo e a existéncia de
variantes do REB. Por outro lado, os REa e REB apresentam diferencas na selectividade para os

ligandos e na actividade de transcri¢do.*

A localizagdo intracelular do RE é um tema controverso, considerando-se actualmente
que existe um equilibrio dinamico de entrada e saida do nucleo influenciado por factores
diversos, tais como interacgOes proteicas e ligagdo ao ligando. Foi demonstrado por varios
estudos que a maioria dos REs se localizam no nucleo da célula o que ndo significa que estejam
sempre confinados a este organelo. Sabe-se que existe deslocacdo do RE entre os

compartimentos nuclear e citoplasmatico.”

Estudos mais recentes mostraram que os estrogénios também interactuam com
receptores transmembranares da familia dos receptores acoplados as proteinas G.>* O GPR30,

actualmente designado GPER1 (do inglés G-protein coupled estrogen receptorl) possui as
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caracteristicas de um RE de membrana. O estradiol tem elevada afinidade para o GPER1 e a

sua ligacdo é saturavel.*** >

Os SERMs e antagonistas, como o fulvestrant também se ligam a
este receptor induzindo efeito agonista.”’ O GPER1 encontra-se em muitos tecidos e células de
origem humana assim como em linhas celulares de cancro da mama com expressao de RE.
Relativamente a sua localizacdo intracelular, varios estudos indicam que se localiza na

44,47,55

membrana plasmatica, no reticulo endoplasmadtico e no aparelho de Golgi. Esta associado

a proliferagcdo, migracdo, invasdo e metastizacdo tumoral podendo representar um alvo

%39 0 seu estudo em células de

importante no diagndstico e terapia de cancro da mama.
cancro do ovario e da mama demonstrou um comportamento de supressor sugerindo que a

sua presenca esteja associada a uma resposta clinica favoravel.®*®*

1.2.2. Modelo de transcricao gendmica mediado pelo RE

Os efeitos bioldgicos dos estrogénios sdo atribuidos, geralmente, a um mecanismo de
transcricdo gendmica mediado pelo RE (Figura 1.5.).%! Segundo este modelo, o RE na auséncia
de ligando encontra-se na forma inactiva. A ligacdo a um ligando induz uma alteracao
conformacional activando o RE, o que provoca a sua dimerizagao e interac¢do com sequéncias
especificas de ADN. Dependendo da célula e do ligando, o receptor ligado ao ADN pode regular
de modo positivo ou negativo a transcricdo do gene, interactuando com o sistema de
transcricdo e com co-activadores proteicos, aumentando por fim a actividade da ARN
polimerase. Assim, a activacdo do RE aumenta a actividade de transcrigdo de genes que por
sua vez se correlaciona com a proliferagao celular, invasdo e angiogénese, no caso de tumores.
A translocacdo do RE do citoplasma para o nucleo, apds a ligacdo ao agonista, é essencial para
iniciar a via gendmica pois o RE extra-nuclear ndo tem actividade transcripcional.62 Todo este
processo demora horas ou dias a produzir efeitos nas células. No entanto sabe-se que existem
respostas bioquimicas rapidas a estimulacdo estrogénica que podem demorar apenas
segundos ou minutos. Sdo considerados efeitos ndo gendmicos dos estrogénios associados a

receptores de membrana e & activacdo de cascatas de sinalizagd0.%
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Ligando

Figura 1.5.- Representagcdo dos mecanismos de transcrigGo gendmica e nGo gendmica, mediados pelo

REGZ

1.2.3. Relevancia dos receptores de  estrogénio como

biomarcadores/alvos especificos de cancro da mama

O REa é indiscutivelmente o biomarcador mais importante no cancro da mama e o
alvo terapéutico de eleicao sendo a sua quantificacdo obrigatdria para delinear a opgdo
terapéutica. O papel do REP na carcinogénese nao é ainda bem conhecido havendo estudos
com resultados contraditérios que o associam a um bom progndstico enquanto outros, o
correlacionam com mau progndstico e resisténcia a hormonoterapia. Assim, o seu valor
preditivo no cancro em geral e no carcinoma da mama em particular necessita ser
determinado.” Relativamente ao GPER1, a sua importancia na terapia antiestrogénica de
tumores que expressam RE ainda ndo foi determinada e ndo existem farmacos que bloqueiem
especificamente a sua ac¢do sendo fundamental clarificar os mecanismos para estabelecer o

seu valor preditivo no cancro associado a este tipo de receptores.*

1.3. Medicina Nuclear

A medicina nuclear é um ramo da medicina que utiliza radiofarmacos para fins de

diagndstico ou para fins terapéuticos. A principal vantagem desta especialidade médica
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consiste na visualizacdo de processos fisioldgicos ao nivel molecular in vivo, por método nao
invasivo. Deste modo contribui para a melhoria das condi¢des de diagndstico, progndstico e
terapia de outras especialidades médicas como a oncologia, a cardiologia, a neurologia, entre
outras. Para fins terapéuticos permite a destruicdao, por exemplo de células tumorais, por

accao da radiacao ionizante veiculada de modo selectivo aos tecidos alvo.

1.3.1. Radiofarmacos

Os radiofdrmacos sdo compostos que possuem na sua composicdo um radionuclideo.
De um modo geral, sdo compostos organicos, inorganicos ou organometdlicos que
direccionam um radionuclideo adequado para o 6érgdo ou tecido alvo. Podem também conter
na sua composicao, macromoléculas com actividade bioldgica relevante, tais como péptidos e
anticorpos monoclonais ou nanoestruturas, como por exemplo nanoparticulas. Devido as
baixas concentracées em que sdo administrados ndo apresentam acg¢do farmacoldgica. A
elevada sensibilidade de deteccdo do radionuclideo permite a visualizacdo de processos

fisioldgicos sem provocar alteragdes funcionais.

A maioria dos radiofarmacos aprovados é utilizada em diagndstico e s6 uma pequena
percentagem em terapia. S3o administrados predominantemente por via endovenosa e o sinal

de radiagdo emitido pelo radionuclideo é detectado externamente.

Os radiofarmacos podem ser classificados em radiofarmacos de perfusdo e

-

radiofarmacos especificos. A distribuicdo biolégica dos radiofarmacos de perfusdo
determinada exclusivamente pelas caracteristicas fisico-quimicas do composto, tais como a
carga, lipofilia, massa molecular, através de diferentes mecanismos de ac¢do. Os
radiofarmacos especificos possuem na sua composicdo uma molécula biologicamente activa
que interactua de modo especifico com alvos celulares, como por exemplo antigénios e

receptores.

O radionuclideo é um atomo cujo nucleo se encontra num estado instavel contendo
excesso de energia. Para libertagdo desse excesso energético, transforma-se espontaneamente
num nuclideo mais estavel, por desintegracdo radioactiva. Possuem um periodo de
desintegragdo caracteristico e emitem simultaneamente radiagdo electromagnética (raios y ou

raios-X) e/ou particulas subatémicas (a, B*, B, electrdes Auger) (Figura 1.6.).5*%
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Figura 1.6.- Principais modos de decaimento de um ntcleo instdvel.

A aplicagdo clinica dos radiofamacos em diagndstico e/ou terapia depende do modo de
decaimento e das propriedades fisico-quimicas dos radionuclideos, em especial da energia e
tipo de radiagdo e/ou particulas emitidas e do periodo de semi-desintegragdo (ty,).*** Os
radiofarmacos para diagndéstico devem incluir na sua composicao radionuclideos emissores de
radiacdo electromagnética penetrante, detectavel externamente (radiacdo y ou B’), para
permitirem a visualiza¢do dos érgdos ou tecidos alvo.

As técnicas de aquisicdo de imagem utilizadas em medicina nuclear sdo o SPECT e o

PET. Na Figura 1.7. estdo representadas esquematicamente as técnicas de SPECT e PET.
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Figura 1.7.- Representagdo esquemdtica das técnicas de SPECT e PET. (Adaptado de %)

O SPECT é uma técnica de imagiologia médica que envolve a administracdo de

radiofdrmacos contendo radionuclideos emissores de radiagdo y com energias compreendidas
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entre 80 e 300 keV.®” Na tabela 1.3. apresentam-se alguns dos radionuclideos mais utilizados
em SPECT.

Em SPECT, a imagem tomografica é obtida através de uma camara gama constituida
por detector de cintilagdo Nal(Tl) que roda em torno do paciente detectando a radiagdo y nos
diversos planos anatémicos do paciente e produzindo um sinal que é processado por

computador para obtencdo de imagens.®

Na técnica PET os radiofdrmacos incluem na sua composicao, radionuclideos emissores
de positrdes (B*). Embora sejam pouco penetrantes n3o podendo ser detectadas
externamente, estas particulas sofrem uma reaccdo de aniquilacdo por interaccdo com os
electrdes do meio, produzindo dois fotdes y de 511 KeV, emitidos com a mesma direc¢do mas
sentidos opostos. Esses fotdes sdo detectados em coincidéncia em diferentes angulos
permitindo a aquisicdo de imagens tridimensionais. Comparativamente a técnica de SPECT, a
imagem obtida por PET tem maior resolucdo, maior sensibilidade e permite uma quantificacdo
exacta da distribuicdo do radionuclideo.

Tabela 1.3.- Radionuclideos emissores y para SPECT e respectivas propriedades fisicas.>*°%0%%

Radiagdo y Abundancia Electr6es Auger
Radionuclideo ti2
(keV) (%) emitidos
e 6,02 h 140 90 4
*Ga 78,26 h 93 38 5
185 21
300 17
394 5
n 67,90 h 171 91 14
245 94
2 13,20 h 159 83 15
2 60,5 d 27 138 25
35 7
207 72 h 135 3 37
167 9,4

Como se pode observar na tabela 1.4., a maior parte dos radionuclideos com interesse

em PET sdo elementos ndo metdlicos. Destacam-se os radioisétopos e BN 0 e BF gue sao
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isdtopos de elementos que integram a composicao de diferentes biomoléculas, com excepcao
do "®F.”%”* Deste modo, é possivel incorporar estes radioisGtopos nas biomoléculas sem alterar
0 seu comportamento bioldgico possibilitando a sintese de radiofdrmacos especificos.”> O 18F,
usado para substituir um atomo de hidrogénio ou um grupo OH da molécula, poderd
eventualmente induzir alteracdes na via metabdlica. Embora do ponto de vista estereoquimico
ndo provoque alteracdes significativas, pois o atomo de fldor é pouco maior do que o de
hidrogénio, pode perturbar a reactividade na sua vizinhancga, o pK, e a conformacgado molecular
devido a forte electronegatividade do fluor.

Tabela 1.4.-Radionuclideos emissores B* para PET e respectivas propriedades fisicas.®* %72

Radionuclideo ti» Radiagdo y (MeV)
*0 2 min 1,7
BN 10 min 1,2
"¢ 20 min 1,0
*Rb 76s 3,4
¥ 110 min 0,7
*Ga 68 min 1,9
*¥cu 13h 5,11

O curto periodo de semi-desintegra¢do desses radioisétopos condiciona a sintese dos
radiofarmacos e limita a sua utilizacdo clinica, com excepcdo do '*F. Assim, os centros de
medicina nuclear devem localizar-se préximo do local de producdo.®® Por este motivo e devido
as suas propriedades favordveis, tem havido um interesse crescente no desenvolvimento de
radiofarmacos para PET com os radiometais ®*Cu e o ®Ga, com periodos de semi-

desintegracdo mais longos.””

Para terapia os radiofadrmacos possuem na sua composi¢do radionuclideos emissores
de particulas a, B~ ou electrées Auger, que devido ao seu efeito ionizante, provocam a

6355 No entanto, a obtencdo de um efeito terapéutico

destruicdo de células ou tecidos alvo.
eficaz com riscos minimos de radiotoxicidade para os tecidos envolventes requer a utilizagdo
de moléculas que transportem selectivamente o radionuclideo para as células alvo. O
radionuclideo deve possuir um periodo de semi-desintegracdo adequado a duragao do
tratamento e deve emitir particulas com energia e alcance adequados as dimensdes do tumor.

Até ao momento, a maioria dos radiofarmacos aprovados para utilizagdo clinica tém na sua
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constituicdo emissores de particulas B". Desses radionuclideos destacam-se: Y, *’Lu; ™|

’

1335m, 89r e *?P. Recentemente foi aprovado o primeiro radiofarmaco contendo um emissor de

223

particulas a, o **’RaCl, para terapia de metastases Gsseas.’®

A emiss3o simultanea de radiagdo y no caso de alguns emissores B~ (e.g. "’Lu; I

’

>35m), pode ser vantajosa para a obtencdo de imagens, que permitem seguir a biodistribuicdo

e avaliar o efeito terapéutico.

Os electrbes Auger sdao emitidos por cerca de metade dos radionuclideos conhecidos
gue decaem por captura electronica ou por conversao interna. Ao ser capturado um electrao
pelo ndcleo dd origem a uma lacuna numa orbital interna que ird ser preenchida por um
electrdo de uma orbital mais periférica. Esta transicdo entre orbitais gera uma diferenca
energética que pode ser libertada com a emissdo de um electrdo de baixa energia.”” Durante
muitos anos ndo se atribuiu importancia a estes electrées devido a sua baixa energia, quando
comparada com a energia total libertada durante o processo de decaimento. No entanto, ja foi
demonstrada a possibilidade de provocarem fragmentacdo molecular e o interesse no
desenvolvimento de compostos com estes radionuclideos tem aumentado ao longo dos anos
devido ao seu potencial interesse para aplicacdo clinica em terapia selectiva.”® Os
radionuclideos emissores de electrées Auger com interesse clinico sdo ¥Ga, ™Tc, in, 1), 12

2017], 2%pp, 93™pt e *™pt, 3 maioria dos quais ja sdo utilizados em Medicina Nuclear para fins

de diagndstico (tabela 1.3.).

As particulas B~ tem uma transferéncia linear de energia (LET) baixa e dependendo da
sua energia, podem percorrer alguns milimetros nos tecidos alvo. Por outro lado, as particulas
o e os electrées Auger possuem um LET elevado, sendo o seu percurso mais curto do que o das

particulas B.”**

O alcance das particulas a é da ordem de grandeza dos 50-100 um,
equivalente a algumas células enquanto os electrées Auger possuem um alcance inferior as
dimensdes do nucleo das células. Assim sendo, para tratamento de tumores de maiores
dimensGes os emissores B~ serdo mais eficientes, enquanto em metastases e pequenos
aglomerados de células tumorais, os emissores de particulas a ou electroes Auger sdao mais

adequados.®®

No caso dos radionuclideos emissores de electrGes Auger, para garantir a sua eficacia
terapéutica é essencial que se localizem muito préoximo do alvo terapéutico, o ADN, devido ao
curto alcance destes electrdes. Quando localizados no citoplasma, o efeito dos electrGes Auger
nao é letal e as curvas de sobrevivéncia das células sdo semelhantes as curvas devido a

exposicao a radiacdo com baixo LET. Contudo, se interactuarem com o ADN podem ser
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altamente citotéxicos e provocar uma diminuicdo acentuada na sobrevivéncia. O seu curto

alcance minimiza o risco de radiocitotoxicidade para as células vizinhas.**®

Por estas razdes,
para que os compostos com emissores de electrdes Auger possam ser Uteis para fins
terapéuticos, devem ser concebidos por forma a atravessar as membranas celulares e serem
internalizados no nucleo, préoximo da molécula de ADN. Como a dupla hélice da molécula de
ADN tem um didmetro de 2 nm, a radiacdo ionizante destes electroes é suficiente para
promover a quebra das ligacdes da cadeia de ADN e produzir efeitos citotdxicos. Para este

efeito citotdxico também contribuem os radicais livres produzidos por efeito da radiacao (e.g.

OH', H).”’

1.3.2. Medicina nuclear versus outras modalidades de imagem utilizadas

no diagndstico do cancro da mama

As técnicas de imagiologia da medicina nuclear, SPECT e PET, quando comparadas com
outras técnicas convencionais de imagem frequentemente utilizadas no diagnéstico do cancro
da mama, nomeadamente a imagiologia por ressonancia magnética (MRI) ou a tomografia
computadorizada (CT) possuem uma maior sensibilidade e especificidade. Contudo a principal
vantagem das técnicas nucleares esta relacionada com a possibilidade de obter informagdo
funcional por método ndo invasivo e ndo sé de visualizar a morfologia dos érgdos. Pelo
contrario a imagem por MRI, para além da menor sensibilidade, quando utiliza agentes de
contraste requer a administracdo de concentragdes muito mais elevadas que podem ter
cardcter invasivo e provocar efeitos secunddrios indesejaveis. Por outro lado a CT apesar de ter

uma resolugdo espacial muito boa tem uma sensibilidade muito baixa.

Para superar as vantagens e desvantagens de cada modalidade de imagem com
diferentes caracteristicas de resolugdo e sensibilidade foram introduzidos equipamentos que
combinam a detecgdo por técnicas nucleares com CT ou MRI. Para além da imagem obtida por
cada uma das modalidades, o sistema sobrepde as imagens permitindo obter uma terceira
imagem, por exemplo SPECT/CT ou PET/MRI que se pretende forneca informagdo morfoldgica

e funcional permitindo um diagndstico mais preciso e auxiliando na deciso terapéutica.®®®’
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1.3.3. Teranostica

A concepgdo de novos radiofarmacos, até recentemente, era feita de acordo com a
aplicacdo clinica a que se destinava, diagndstico ou terapéutica. Contudo o desenvolvimento

de novas moléculas direccionadas para alvos especificos com capacidade para veicular

selectivamente os radionuclideos para determinado tecido ou tumor, fez surgir o interesse em
radiofarmacos nos quais o mesmo composto possa ser utilizado como vector tanto para
diagndstico como para terapia utilizando dois radionuclideos diferentes: um radionuclideo
para imagiologia e outro para terapia. No entanto esta abordagem tem o inconveniente de
cada radionuclideo possuir uma quimica diferente o que pode afectar a biodistribuicdo e o
mecanismo de ac¢do do composto marcado, excepto se forem radioisdtopos do mesmo
elemento. Assim, os novos radiofarmacos devem ter uma composicdo tal que permita a sua

utilizacdo simultaneamente para diagndstico e para terapia, numa Unica entidade. S3o

radiofarmacos para terandstica.

As sondas para imagiologia molecular sdo compostos com a particularidade de se
dirigirem a alvos bioldgicos especificos a nivel molecular. Como as alteracdes nos processos
bioquimicos ocorrem antes das doengas atingirem um estado avangado, estas sondas
permitem localizar, fazer o estadiamento, seleccionar doentes com base na previsdo de
resposta ao tratamento e monitorizar a eficacia terapéutica. O objectivo principal da
terandstica consiste no desenvolvimento de sondas de diagndstico que permitam visualizar o
estadio da doenga associadas a aplicagdo de terapias especificas para melhorar a sua eficacia.
Deste modo, é possivel efectuar um diagnéstico personalizado de cada doente e determinar o
fendtipo especifico de cada doente a nivel molecular, antes de iniciar o tratamento. Permite
também determinar a heterogeneidade do tumor ou tecido alvo. Assim sendo, através da
imagem determina-se a biodistribuicdo, a dosimetria, a dose maxima tolerada, a dose limite
para cada 6rgdo e a expressdo e capacidade dos receptores. Com esta informagdo é possivel
identificar os alvos moleculares mais adequados e seleccionar o melhor ligando/radionuclideo,
assim como a dose mais eficaz, para cada individuo. No caso da medicina nuclear, a terandstica
refere-se frequentemente a utilizagdo inicial de um radionuclido para diagndstico seguido de
outro para terapia personalizada. Mas o radiofarmaco ideal para terandstica deve ter na sua
composicdo radionuclideos que emitam simultaneamente fotGes, adequados a obtencgdo de

imagens, e particulas que possam ser Uteis para terapia.ss'88
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1.4. Quimica e Radioquimica do Galio(lll) e do indio(lll) para

Aplicacao Médica

O Galio (Ga) e o indio (In) sdo elementos metalicos que pertencem ao grupo 13 da
tabela periddica. Em solugdo encontram-se predominantemente no estado de oxidagao +3.
Apresentam propriedades de coordenagcdo muito semelhantes entre si mas possuem tamanho
e densidade de carga diferentes. O In(lll) tem um raio iénico de 0,92 A e o Ga (Ill) de 0,65 A.%®
Devido ao seu raio idnico mais pequeno, o Ga(lll) forma preferencialmente complexos estaveis
com ligandos hexadentados enquanto que o In(lll) forma complexos mais estdveis com
ligandos hepta ou octadentados. Sdo considerados acidos duros de Lewis formando complexos
estaveis com bases duras de Lewis, em particular ligandos polidentados contendo atomos
doadores de oxigénio, azoto e enxofre, tais como grupos carboxilato, fosfonato, aminas.®®®

Na preparacdo de complexos de Ga(lll) e In (lll) é necessario ter em consideracdo duas
caracteristicas quimicas destes metais que condicionam fortemente a sintese de complexos
para aplicacdo clinica:

1) A elevada afinidade para o grupo OH’, numa gama alargada de valores de pH. Em
solugdo aquosa os ides Ga®" e In** s6 sdo estaveis em condicdes acidicas, a valores de pH <3.
Na auséncia de ligandos para estabilizar os metais, sofrem hidrdlise a pH = 3-7 ocorrendo a
formacgao de hidroxidos do tipo M(OH); (M = Ga, In). A pH >7 estes hidréxidos solubilizam sob
a forma de [M(OH),]” podendo conduzir a processos de desmetalacdo. Para evitar a ocorréncia
de hidrdlise utilizam-se solugdes de HCl sendo geralmente necessario subir o pH para uma
sintese eficiente dos complexos. No caso da cinética de complexacdo nao ser favordvel, os
metais podem ser estabilizados com ligandos labeis, tais como o citrato.

2) A quimica de coordenacdo do Ga(lll) e In(lll) € muito semelhante a do Fe(lll), em
especial no caso do Ga(lll) podendo ocorrer transquelatacdo para a transferrina, a proteina
transportadora do ferro na corrente sanguinea. A transferrina contem dois locais de ligacao
para Fe(lll) apresentando também elevada afinidade para outros metais trivalentes, como o
Ga(lll) e o In (IN). Por outro lado, grande parte dos locais de ligagdo ao Fe ndo estdo ocupados
podendo coordenar com outros metais. Assim sendo, os complexos de Ga e In devem ter
estabilidade termodinamica superior a dos complexos com transferrina, ou serem
cineticamente inertes, para que nao ocorra permuta com esta proteina. Devido a elevada
afinidade do Ga(lll) e do In(lll) para a transferrina, estes metais quando ndo complexados

localizam-se in vivo no figado e pulmdes, érgdos com elevada capacidade de ligacdo a
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90-92

transferrina. Por este motivo, elevadas captacdes hepaticas ou pulmonares, apds

administracdo de complexos de Ga ou In, podem indicar instabilidade in vivo.

1.4.1. Radioisotopos de Galio

O Ga possui trés radioisétopos que poderao ser utilizados em medicina nuclear para
fins de diagndstico: ®Ga, ®’Ga e ®Ga, com periodos de semidesintegracdo de 9,5 h, 78,3 h e 68
min, respectivamente (tabela 1.5.). Destes radioisétopos, o ®Ga é o mais utilizado em
medicina nuclear. E um emissor vy que decai exclusivamente por captura electrénica (Figura
1.8.). Os outros radioisétopos sdo emissores de positrGes podendo ser utilizados em PET. No
entanto o *®Ga tem a vantagem de ser produzido em gerador de ®Ge/*®*Ga (Figura 1.9.) o que

aumenta a sua disponibilidade.

Tabela 1.5. Propriedades fisico-quimicas dos radioisétopos de Ga e In mais utilizados em medicina

79,93

nuclear.

Caracteristicas “Ga Ga 11 mwm,
Método de Ciclotrao Gerador Ciclotrao Gerador
produgio ®7n(p, 2n)*’Ga ®Ge/*Ga ed(p, 2n)™n Wgn /1M

ti2 78h 68min 67,2 h 99,8min

Tipo de energia v (93, 184, 300) B" (1880) v (171, 245) v (393)

emitida (keV)

Modo de CE (100%) CE (11%) CE (100%) TI
Decaimento B (89%)

CE- Captura electrénica; TI- transi¢do isomérica
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Figura 1.8.- Modo de decaimento do “Ga por captura electrénica. (Adaptado 79)

0 *®Ga decai por desintegracdo B* (89%) e captura electrénica (11%) com uma energia
média por desintegracdo de 1880 keV. E obtido, a partir de um gerador, por decaimento do
*®Ge (ty, = 270,8 d). As diferengas nas caracteristicas quimicas do Ge(IV) e do Ga(lll) permitem
uma separagdo eficiente dos dois radioisétopos. Assim no gerador de **Ge/*Ga, o ®Ge

encontra-se numa coluna e o ®Ga é eluido na forma idnica com uma solugdo de HCI.****

0,005 N HCI

ite A
e e 5
S e

68GaCl,

Figura 1.9.- Exemplo de um dos geradores de ®Ge/**Ga disponivel comercialmente.

O ¥Ga é utilizado em medicina nuclear sob a forma de citrato de gélio para
diagnédstico, seguimento e monitorizacdo da resposta terapéutica de varios tumores (e.g.
doenca de Hodgkin’s, linfomas, cancro do pulmdo) e na detec¢do de patologias associadas a

%% 0 interesse no *®Ga relaciona-se com as suas

processos infecciosos e inflamatdrios.
caracteristicas fisicas adequadas a obtenc¢do de imagens por PET com uma resolu¢do espacial
superior as imagens obtidas com compostos marcados com *®F, o radionuclideo mais utilizado
nesta modalidade. O desenvolvimento recente dos geradores de 8Ge/*®Ga fez aumentar o
interesse no desenvolvimento de novos complexos de Ga para aplica¢do clinica antecipando-se

uma maior utilizagdo de radiofarmacos de *Ga para imagiologia molecular.
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Neste contexto varios péptidos, analogos da somatostatina, foram marcados com
%7/%Ga e utilizados para deteccdo de tumores neuroenddécrinos associados a receptores da
somatostatina, designadamente o [Tyr’]-octreétido-DOTA (DOTA-TOC; DOTA = acido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético) que é actualmente utilizado com sucesso na
clinica, mas também o [Nal®]-octreétido-DOTA (DOTA-NOC) e o [Tyr®, Thr¥]-octredtido (DOTA-
TATE).**'! para além dos andlogos da somatostatina, outros anilogos de neuropéptidos com

relevancia clinica tém sido marcados com radioisdtopos de Ga e avaliados em ensaios pré-

clinicos e clinicos.’®™

1.4.2. Radioisétopos de indio

O In possui dois radiois6topos com potencial interesse em medicina nuclear para fins

M 1™ com periodos de semidesintegra¢do de 67,9 h e

de diagndstico, nomeadamente
99,8 min, respectivamente (tabela 1.5.). No entanto o **In é tnico que tem sido utilizado em
medicina nuclear. E um emissor y que decai exclusivamente por captura electrénica emitindo
radiacdo com energias a 171 e 245 keV (abundancias de 89% e 95% respectivamente) (Figura

1.10.).

111
46N (78 h)

f——

100% captura electrénica (CE)

/

Yl 171 keV

416 keV

245

Y| 245 kev

111

8 Cd (Estavel)

Figura 1.10.- Modo de decaimento do i por captura electrénica. (adaptado )

0 ™in é utilizado em medicina nuclear sob a forma de complexo oxina-"*!In, um
precursor para marcacdo de leucdcitos e plaquetas aplicados na deteccdo de processos
inflamatdrios e/ou infecciosos ou de trombos, respectivamente.79 E igualmente utilizado nos
radiofarmacos especificos OctreoScan® e ProstaScint® para o diagndstico de tumores
neuroenddcrinos, associados a sobre-expressdo de receptores da somatostatina, e de

metdstases do cancro da prostata, respectivamente.”
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O primeiro radiofarmaco especifico para receptores de péptidos, aprovado para
aplicagdo clinica, foi o OctreoScan®. Este radiofarmaco resulta da marcagdo com *'In de um
analogo sintético da somatostatina, o octredtido, conjugado ao agente quelante acido
etilinotriamino pentaacético, DTPA (pentatredtido). Este péptido possui elevada afinidade de
ligacdo aos receptores da somatostatina do subtipo 2. Posteriormente, foram desenvolvidos
outros conjugados peptidicos, anadlogos da somatostatina, nomeadamente o DOTA-TOC e o
DOTA-TATE que apresentam maior afinidade para estes receptores e que estdo actualmente

111

em utilizagdo clinica em varios centros hospitalares marcados com “In, entre outros

radionuclideos.’***%

Outros andlogos de péptidos biologicamente activos com importancia clinica,
designadamente andlogos da bombesina, neurotensina, exedina, gastrina conjugados a

111

diferentes quelantes bifucionais tém sido marcados com “~“In e estudados em ensaios pré-

clinicos e clinicos.%¢**?

O radiofdrmaco ProstaScint® é um anticorpo monoclonal que se liga especificamente a
antigénios de membrana especificos da préstata (PSMA). Para além deste anticorpo
monoclonal, estdo aprovados para aplicacdo clinica outros dois anticorpos monoclonais, o
OncoScint®, que se liga a glicoproteina TAG-72, sobre-expressa em adenocarcinomas do ovario
e do cdlon e recto e o MyoScint® que se liga as cadeias pesadas da miosina cardiaca, um

biomarcador do enfarte agudo do miocardio.*

1.4.3. Terapia Auger

"n e 0 ¥Ga sdo utilizados para imagiologia no

Como referido anteriormente, o
entanto, para além de emitirem radiacdo gama, estes radionuclideos emitem também 15 e 5
electrdes Auger/ desintegracdo, respectivamente. Isto significa que podem ser potencialmente
Uteis para aplicagGes terapéuticas, se os compostos que os veicularem forem selectivos e

internalizarem no ndcleo das célula-alvo permitindo a interaccdo com o ADN.%#>113

O interesse da aplicagdo clinica de moléculas biologicamente activas marcadas com
M, para terapia Auger, tem sido demonstrado em varios estudos. Para potenciar esse efeito
terapéutico, a investigacdo nesta area tem-se centrado no desenvolvimento de estratégias que
permitam direccionar e aumentar a concentra¢do do radionuclideo no nucleo. Com esse

objectivo, Ginj e colaboradores introduziram uma sequéncia peptidica de localizagdo nuclear
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(NLS) em andlogos octredtido-DOTA tendo obtido uma internalizagdo nuclear 45 vezes

111

superior, assim como maior tempo de retencdo, do andlogo DOTA-TOC-""In contendo a NLS

(H-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-OH) comparativamente ao DOTA-TOC-""In sem NLS.'*
Constantini e colaboradores utilizaram uma abordagem semelhante para modificar o

transtuzumab tendo também encontrado um efeito citotdxico superior em células de

111

carcinoma da mama tratadas com transtuzumab-NLS-"""In, comparativamente as células

111 115
In.

tratadas com transtuzumab- Leyton e colaboradores também obtiveram resultados

promissores com um anticorpo monoclonal 7G3 modificado com uma sequéncia peptidica NLS.
Este anticorpo reconhece preferencialmente a expressdao de CD123 (subcadeia a do receptor
da interleucina-3 [IL-3R]) na auséncia de CD131 (IL-3R subcadeia B) em células estaminais de
leucemia. O anticorpo-""'In contendo a NLS manteve a imunoreatividade para CD123 e a sua

localizagdo nuclear, em células de leucemia mieldide aguda, foi especifica e mais elevada do

116

que a do anticorpo-"In sem a NLS.™® A utilizagdo de sequéncias NLS tem sido bastante

explorada para aumentar a translocacdo nuclear e potenciar o efeito terapéutico de diversos
radionuclideos emissores de electrdes Auger. Esteves e colaboradores conseguiram também

aumentar a localizacdo nuclear de um andlogo da bombesina conjugado a um intercalador de

ADN através de uma NLS.*"’

Estratégias alternativas, como a utilizacdo de PNAs, sequéncias peptidicas homdlogas

do ADN, de origem sintética, com afinidade de ligacdo para determinadas sequéncias de ADN

111

tém também sido utilizadas para veicular o ~“In para o nucleo e provocar a clivagem da

molécula de ADN.™®

67/68 111|

1.4.4. Concepgao de radiofarmacos bioespecificos de Gaou In

67/68 111

Os radionucideos metalicos Ga e In sdo bastante interessantes para o

desenvolvimento de radiofarmacos especificos devido as suas propriedades nucleares.

67/68 111

A sintese de radiofdrmacos de Ga ou 'In para aplicagdo biomédica requer a
presenga de sistemas quelantes que complexem rapidamente os radiometais, em
concentragdes muito baixas, de modo a impedir a ocorréncia de hidrdlise ou transquelatagao.
Para esse efeito utiliza-se geralmente a aproximagdo bifuncional que consiste na utilizacdo de
agentes quelantes bifuncionais para estabilizar o radionuclideo e para se ligar a uma molécula
biologicamente activa. Assim um agente quelante bifuncional caracteriza-se por possuir um

grupo funcional para reagir com a biomolécula formando uma ligagdo covalente, e um
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conjunto de dtomos doadores susceptiveis de coordenar com o radionuclideo. A biomolécula
pode ser um péptido, um anticorpo monoclonal ou outra molécula com interesse bioldgico,
como por exemplo derivados da molécula do estradiol. A sua fungdo consiste em transportar o

93,119

radionuclideo a um alvo especifico de interesse. Frequentemente a ligagao covalente

entre a biomolécula e o ligando bifuncional é feita através de um espacador (Figura 1.11.).

Biomolécula Radionuclideo

Quelato
Bifuncional

Figura 1.11.- Representacdo esquemdtica de marcag¢to de uma biomolécula com um radionuclideo

metdlico, utilizando a aproximacdo bifuncional.

1.4.4.1. Espagador

A introdu¢do de um espagador entre a biomolécula e a unidade quelante permite
modelar as propriedades farmacocinéticas do radiofarmaco. Os complexos devem ser capazes
de se ligar selectivamente aos drgdos alvo durante um periodo de tempo suficiente para
permitir a obtengdo de imagens ou o efeito terapéutico desejados, mantendo uma cinética de
eliminagdo suficientemente rdpida para evitar aparecimento de efeitos secundarios
indesejaveis. O espacador pode ser de natureza diversa e, consoante o comportamento
bioldgico que se pretende, pode servir para alterar a carga global, lipofilia, rigidez, polaridade
do radiofdrmaco ou servir apenas para afastar o centro metdlico do local de interaccdo
especifica entre a biomolécula e o seu alvo. O espagador pode ser um substituinte catidnico,
anidnico ou neutro. De modo geral, uma cadeia carbonada simples, aumenta a lipofilia
enquanto uma sequéncia peptidica pode modificar o local de captacdo preferencial do
composto final ou alterar o seu mecanismo de excre¢do. Por exemplo, uma sequéncia
contendo vdrias unidades de acido aspdrtico torna o composto mais hidrdéfilico podendo

melhorar, nalguns casos, a eliminagdo dos compostos por via renal.”
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1.4.4.2. Conjugacao da biomolécula ao agente quelante bifuncional

O método mais usual de acoplamento de um ligando bifuncional a uma biomolécula
consiste numa reaccao de conjugacdo através de um grupo funcional. O mais utilizado é o
grupo carboxilico que pode ser facilmente activado permitindo o ataque de uma amina,

frequente em biomoléculas.”'*

De entre as técnicas de bioconjugacdo mais frequentes
(Figura 1.12.) destaca-se a reac¢do de conjugacdo entre um acido carboxilico e uma amina
primaria através da formacao de uma ligacdo amida. Esta reacgao é possivel apds activacao do
carboxilato a éster activado com N-hidroxisucinimida (-NHS), pentafluorfenol, p-nitrofenol, ou
tetrafluorofenil (TFP) ou através da forma anidra do acido que inclui anidridos simétricos ou
mistos. Estas reac¢bes sdo muito utilizadas por serem selectivas e ocorrerem em condi¢Ges
suaves. O isotiocianato (NCS) e a maleimida sdo também grupos funcionais muito explorados
para formacdo de ligacGes tioureia e tioéter, respectivamente. Estas ligacdes formam-se por
reac¢do, respectivamente, com aminas primarias e grupos tiol (SH). Outra técnica de
conjugacao com utilizacdo crescente é a reaccao de ciclo-adi¢ao 1,3-dipolar (“click-chemistry”)
por reaccdo entre um grupo azida (N3;) e um alcino terminal, catalisada por Cu(l). A
biomolécula também pode ser conjugada ao ligando bifuncional através de uma reacgdo de N-
alquilagdo por ataque nucledfilo de uma amina primdria ou secundaria do ligando a um haleto

de alquilo.”**
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Biomolécula Quelato Bifuncional
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Figura 1.12.- Exemplos de reac¢des de conjugagdo entre biomoléculas e agentes quelantes bifuncionais

através da formacgdo de ligagcdes amida (A, B, C), tioureia (D), tioéter (E) e reaccdo de cicloadicdo entre

entre uma azida e um alcino (reacgéo “click”, F). (Adaptado de 93120)

1.4.4.3. Agentes quelantes bifuncionais para coordenagdao ao Ga(lll) e/ou

In(ln)

67/68 111|

Os agentes quelantes bifuncionais mais eficientes para marca¢do com Ga e n
sdo os ligandos polidentados ricos em aminas e carboxilatos, ligandos poli(amino-
carboxilicos).”® Formam complexos com elevada estabilidade evitando a libertacdo do ido
metdlico apds a sua administragcdo in vivo. Quanto a sua estrutura, podem ser ligandos
aciclicos que geralmente formam complexos em condi¢Ges reaccionais suaves mas podem ser

susceptiveis a reac¢es de transmetalacdo e/ou transquelatacdo in vivo. Podem também ser
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ligandos macrociclicos que sao termodinamicamente mais estaveis mas necessitam de
condicbes de complexacdo mais agressivas o que pode afectar a actividade bioldgica da

biomolécula.™®

67/68

Os agentes quelantes bifuncionais mais explorados para complexa¢do com Gae/ou

1 s30 0 DTPA, 0 DOTA e o 4cido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triacético (NOTA).

O DTPA é o ligando aciclico mais utilizado na coordenagdo ao In(lll), formando

complexos octaédricos. Forma rapidamente complexos, a temperatura ambiente com outros

67/GSGa

metais incluindo o Na pratica clinica, o DTPA ¢é utilizado com sucesso nos

radiofarmacos OctreoScan® (Figura 1.13.), ProstaScint®, OncoScint®, MyoScint® e na marcacgédo

do anticorpo monoclonal transtuzumab.”®*22
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Figura 1.13.- Estrutura do radiofdrmaco OctreoScan®

O DTPA (Figura 1.14.) pode ser utilizado como ligando bifuncional por simples
activacdo de um dos 4acidos carboxilicos na sua estrutura. O procedimento mais facil para esse
efeito consiste na sua modificacgdo em anidrido misto, no entanto esta abordagem ndo é
selectiva podendo formar-se uma mistura de conjugados mono- e di-substituidos na reacgdo

. ~ N . , 11
de conjugacdo a biomolécula.’®'*

Para evitar a formagdo destas misturas a melhor opgdo é a
utilizacdo de derivados de DTPA com quatro grupos carboxilato protegidos.”> Foram também
sintetizados andlogos de DTPA através da incorpora¢do de um ou dois substituintes (grupos

124-126

isotiocianato, aminometilfenil) nos 4tomos de carbono centrais. Sabbah e colaboradores

modificaram um anticorpo com o derivado do DTPA contendo o grupo isotiocianato (p-NCS-Bz-

~ 111
DTPA) e efectuaram com sucesso a sua marcagao com o

In. Apds a administracdo do
anticorpo verificaram um aumento da estabilidade in vivo.'”” William e Rapoport descreveram
uma estratégia alternativa de sintese de andlogos de DTPA que consiste na sua funcionalizagdo
com sequéncias de aminoacidos (acido glutamico, lisina) para obtencdo de ligandos

bifuncionais.**®
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Dos ligandos macrociclicos poli(amino-carboxilicos) mais explorados em quimica
radiofarmacéutica, como agentes quelantes bifuncionais para complexacdo com metais

trivalentes, destacam-se os derivados do DOTA e do NOTA. %%

Estes ligandos correspondem
a derivados dos macrociclos tetraazocicloalcanos (cicleno) e triazacicloalcanos (TACN)

substituidos nas aminas com 4 e 3 grupos acetato, respectivamente (Figura 1.14.).

f NN E”ﬁNj

NH HN
[ NH HN
/
TACN Cicleno COOH
HOOCT r /—COOH
N
o NN
}OH HO oH HOOCJ LCOOH
N Y\N N/\\{ DTPA
H;\/N N 5 o
\_/J\ Q o)
o N N
o Non Ho>\\/ \/ \/LOH
NOTA DOTA

Figura 1.14.- Estrutura quimica dos macrociclos cicleno e TACN e dos ligandos bifuncionais DTPA, DOTA e

NOTA.

Estes ligandos devido a sua natureza ciclica, pré-organizada, sdao considerados mais
adequados para coordenagdo com Ga(lll) e In(lll), formando complexos de elevada
estabilidade termodinamica e cinética, quando comparados com os agentes quelantes aciclicos
andlogos. Factores estruturais, tais como a rigidez, tamanho da cavidade do macrociclo,
numero de bragos e a natureza dos atomos doadores tém um papel importante na
estabilidade e consequentemente no comportamento radioquimico e bioldgico dos

respectivos complexos.®®®

Tetrazamacrociclos e nomeadamente derivados do DOTA s3o dos principais ligandos
utilizados em quimica radiofarmacéutica. O DOTA forma complexos octaédricos com o In(lll),
envolvendo os quatro atomos de azoto e os quatro grupos carboxilato na coordenagdo ao
metal. Quando um grupo carboxilato forma uma ligagdo amida, para conjuga¢do a uma
biomolécula, a constante de estabilidade do complexo diminui embora a cinética de

119

dissociacdo permaneca praticamente inalterada.”” Na coordenagdo com o Ga(lll) um dos

bragos substituintes fica livre podendo ser utilizado para ligacdo a biomolécula.**** A

principal desvantagem da utilizacdo deste ligando estd relacionada com a cinética lenta de
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formacdo dos complexos sendo geralmente necessdrio recorrer a aquecimento, o que pode
comprometer a marca¢ao de biomoléculas sensiveis a temperatura. No entanto complexos
resultantes de ligandos do tipo DOTA conjugados a biomoléculas tém sido amplamente

estudados para aplicacio em imagiologia e terapia.”>***'%

Na conjugacdo a anticorpos é
frequentemente utilizado um derivado do DOTA com um substituinte p-isotiocianato de
benzilo (p-NCS-Bz-DOTA) (Figura 1.15.). Por outro lado, na sintese de conjugados peptidicos,
em fase sdlida é mais usual utilizar o derivado do DOTA com trés dos seus grupos carboxilato
protegidos com grupos terc-butilo. Outro derivado do DOTA muito utilizado na conjugacdo a
biomoléculas é o acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1-glutarico-4,7,10-triacético (DOTAGA),
inicialmente sintetizado por Maecke e colaboradores para a sintese de conjugados
peptidicos.”® Este ligando possui num dos seus bragos um grupo glutarato em vez de acetato.
Deste modo, este derivado possui um grupo carboxilato suplementar para conjugacdo a

biomolécula mantendo o nimero de coordenagdo 8 para formar com o In(lll) complexos

octaédricos.

O NOTA é o ligando ciclico mais pequeno da familia dos ligandos poli(amino-
carboxilicos). Embora sendo mais adequado para coordenar com Ga(lll), formando complexos
hexadentados estdveis in vivo, também pode complexar com o In(lll). A sua utilizacdo tem a
vantagem de formar complexos a temperatura ambiente. Os derivados do NOTA, acido 1,4,7 -
triazaciclononano-1-glutarico-4,7-diacético (NODAGA) e 4acido 1,4,7-triazaciclononano-1-
succinico-4,7-diacético (NODASA) nos quais um dos bragos acetato estd substituido por um
braco glutarato e sucinato, respectivamente (Figura 1.15.), sdo particularmente apropriados
para coordenar com Ga(lll) devido ao tamanho da cavidade e ao facto de terem um braco
suplementar para reacgdes de conjugacdo.” Recentemente foram introduzidos dois derivados
do NOTA que apresentam maior selectividade para o ido Ga(lll) relativamente a outros ides
metadlicos (e.g. Mg“, Zn*"), os ligandos acido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-tris [metil(2-
carboxietil) fosfinico] (TRAP) e acido 1,4,7-triazaciclononano-1-[metil(2-carboxietil)fosfinico]-
4,7-bis[metil(2-carboxietil) fosfinico] (NOPO). Nestes ligandos os bragcos acetato foram

substituidos por grupos trifosfinato.”

A selectividade dos ligandos macrociclicos para os ides metalicos depende do raio
ionico do metal e do tamanho da cavidade macrociclica.”® Por essa razio, o NOTA forma
complexos mais estaveis com o Ga(lll), cujo raio idnico é menor, do que com o In(lll) (log Ky, =

30,1 para o Ga-NOTA e log Ky, = 26,2 para In-NOTA).”*> Por outro lado, o NOTA forma
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complexos mais estaveis com o Ga(lll) do que o DOTA (log K. = 21,3 para Ga-DOTA).” No

caso do complexo de Ga com DOTA a cavidade do macrociclo é demasiado grande e apenas

96,135

seis dos N,O, atomos doadores participam na coordenacdo ao Ga(lll). No entanto embora

forme complexos mais estaveis do que o DOTA, o NOTA nem sempre é o melhor ligando para
certas aplicagGes pois as diferencas de carga e as propriedades fisicas dos complexos com

DOTA podem ser mais adequados para administracdo in vivo.**%
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Figura 1.15.- Estrutura quimica dos ligandos bifuncionais anidrido de DTPA, p-NCS-Bz-DTPA, p-NCS-Bz-
DOTA, DOTAGA, NODASA e NODAGA.

1.5. Derivados do Estradiol com Potencial Aplicagago em

Medicina Nuclear

O receptor de estrogénio constitui um bom alvo para imagiologia molecular e terapia
selectiva do cancro da mama, como referido anteriormente. Nesse contexto, compostos com
elevada afinidade e selectividade para o RE, marcados com radionuclideos adequados, podem
desempenhar uma fungao importante no diagndstico, progndstico, estadiamento e terapia de
tumores com positividade para estes receptores. Por essa razdo, tem havido intensa
investigacdo para desenvolver radiofarmacos especificos para os RE e que permitam obter

informacao relevante sobre o cancro da mama.
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1.5.1. Derivados do estradiol radiohalogenados

Tendo em consideracao a elevada afinidade do estradiol para o RE, alguns derivados

radiohalogenados do estradiol foram sintetizados e extensivamente avaliados como potenciais

45,137

radiofarmacos, embora poucos tenham atingido a fase clinica. A introducdo de varios

grupos substituintes em diferentes posi¢cdes da molécula de estradiol tem permitido modular a

138-145

afinidade desses compostos para o RE (Figura 1.16.).

Figura 1.16.- Estrutura quimica do estradiol com as posigées onde foram introduzidos substituintes.”

De entre eles destacam-se o derivado radiofluorado (**F) 16a-fluoroestradiol (**F-FES)

123/125

como agente de diagndstico para PET, e os derivados radioiodados ( I) 16a-iodoestradiol e

17a-iodovinilestradidis, como potenciais agentes de diagndstico para SPECT.

Derivados 16a-fluorestradiol

O composto radiofluorado "®F-FES foi o derivado radiohalogenado do estradiol com
comportamento mais promissor como radiofarmaco de PET para imagiologia da expressdo do
RE (Figura 1.17.). A sua avaliagdo pré-clinica demonstrou que possuia uma elevada actividade
especifica, uma elevada afinidade para o RE e uma elevada fixagdo e selectividade para tecidos

146

ricos em RE.”™™ Perante estes resultados encorajadores foram realizados varios estudos

clinicos.

OH

18
E\Y F

HO
[*8F]-FES

Figura 1.17.- Estrutura quimica do 16a-[18F]f/uorestradio/ ([°F]-FES).
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Esses estudos demonstraram a capacidade do ®F-FES para detectar tumores com
positividade para RE e uma boa correlacdo entre a fixagdo em tumores primarios e a
concentracdo do RE, determinada por imunohistoquimica. Foi também comprovado o seu
valor preditivo na resposta a hormonoterapia.’®* O F-FES mostrou também possuir
sensibilidade para a deteccdo de metastases RE+ mas ndo pode ser utilizado de modo
generalizado para excluir a presenca de metastases uma vez que metastases RE- ndo sdo

14719 No entanto, os factores que influenciam a captagdo do "°F-FES, para além da

detectdveis.
expressao do RE, ndo estdo totalmente esclarecidos. Sabe-se que factores associados a
terapéutica com estrogénios podem bloquear a sua captacao e que niveis séricos elevados de
globulina de ligacdo as hormonas, assim como o indice de massa corporal, se correlacionam
com captacdo reduzida mas que o estradiol enddgeno na pré-menopausa ndo a afectam. Por
outro lado, o 'F-FES n3o permite a deteccio de metdstases hepaticas. Apresenta uma
captacdo hepatica elevada, devido a sua rapida metabolizacdo in vivo, superior a captagcdo no
Utero e na maioria das metastases, indicando que ndo é o radioligando ideal para a
visualizacdo de tumores RE+.'*°

A investigacdo nesta area prossegue no sentido de optimizar a farmacocinética destes
ligandos radiofluorados.”” Por outro lado é também explorada a possibilidade de conceber e
sintetizar compostos adequados para SPECT devido essencialmente a menor disponibilidade

e aos elevados custos associados a utilizacdo de radiofarmacos para PET. Os estudos mais

significativos incluiram derivados radioiodados embora apenas tenham sido realizados ensaios

123 123

clinicos com 16a-[***|] iodoestradiol e 17a-[***1] iodovinilestradiois.**®

Derivados 16a-iodoestradiol

123/125” iodoestradiol demonstraram, de

Estudos in vitro e em modelo animal com 16a-[
modo geral, uma elevada afinidade para o RE assim como fixagao e selectividade para tecidos
ricos nestes receptores. Este perfil biolégico promissor, associado as propriedades fisicas do
123 . . . . ;. . ;. .

I, adequadas para imagiologia, conduziram a vdrios ensaios clinicos, realizados por
diferentes grupos de investigadores, que demonstraram a sua eficdcia para detectar tumores
da mama que expressam RE, incluindo alguns de dificil detec¢ao pelos métodos convencionais

de diagndstico.'*
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Derivados 17a-iodovinilestradiol

Os derivados radioiodados 17a-iodovinilestradiol sdo considerados os compostos mais
promissores como radiofdrmacos para deteccao de cancro da mama, por SPECT, devido a sua
elevada afinidade para o RE e comportamento biolégico. Varios ensaios clinicos independentes
realizados com o isémero cis do 11B-metoxi-17a-iodovinil estradiol marcado com **| (Z-MIVE)
(Figura 1.18.) confirmaram o interesse deste composto como agente ndo invasivo para a

148,150

deteccdo de RE em doentes com cancro da mama. Bennink e colaboradores, num estudo

clinico envolvendo 23 doentes com metdstases de cancro da mama demonstraram também o
valor preditivo deste composto na resposta ou resisténcia ao tratamento de tumores

metastaticos da mama com antiestrogénios.™"

OH
H3CO ‘\\\\ \

123|

HO

Z-'22-MIVE

123

Figura 1.18.- Estrutura quimica do cis-118-metoxi-170-[ us

1] iodovinil estradiol (Z-MIVE).

1.5.2. Derivados do estradiol marcados com radionuclideos metalicos

Como referido anteriormente a maioria dos radiofarmacos em utilizagdo clinica
incluem na sua composi¢do radionuclideos metdlicos. Assim, nos ultimos anos foram
sintetizados alguns complexos metalicos e organometilicos, funcionalizados com derivados do

. -~ . ;. . 152,153
estradiol para avaliagdo do seu interesse clinico no alvejamento do RE. De entre esses

/99m

complexos destacam-se os estudos realizados com o par Re/”""Tc devido as caracteristicas

99m. 154-156

fisico-quimicas e nucleares ideais do ~"Tc para medicina nuclear. Nesse sentido, as
estratégias mais exploradas consistiram na sintese de derivados do estradiol funcionalizados
nas posicées C7a e Cl7a uma vez que os ensaios de afinidade para o RE realizados
anteriormente mostraram que o receptor era tolerante a introducdo de substituintes
relativamente volumosos nestas posices. Alguns destes compostos possuiam afinidade para o
receptor, contudo os complexos de *™Tc ndo mostraram uma boa afinidade e selectividade
para os tecidos ricos em RE in vivo, aparentemente devido a elevada lipofilia ou rapida

metaboliza¢do. "’
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O complexo de Re/*™Tc que apresentou resultados mais promissores até ao momento
foi o complexo organometélico de estradiol-piridino-2-il hidrazino-*"Tc(l) (1.1) (Figura
1.18).°° Em ensaios pré-clinicos apresentou uma captacdo mediada pelo receptor, tanto em
tecidos normais ricos em RE, como em tumores de adenocarcinoma da mama e em tumores
primarios de endométrio sugerindo o seu interesse para o diagndstico do cancro da mama e
do cancro endométrio. Apesar dos resultados promissores os autores consideraram ser ainda
necessario optimizar a estrutura dos compostos para melhorar o perfil do complexo para

imagiologia."®

Huang e colaboradores conceberam trés complexos organometalicos de
Re/*™Tc (1) (1.2) ligados na posicdo C1l6a tendo identificado dois com afinidade para o RE
(8,6% e 25,7%).° Os complexos radioactivos apresentaram uma estabilidade elevada
mostrando ser potenciais agentes de diagndstico para o cancro da mama que expressa RE

(Figura 1.19).

+

-|II OH = | _|
_H

OH Xy~ Lo
o v
_H 7(CHYIN—N—"MF CO
CO—gngc N N_ CO
| N
HO P
1.1 1.2 (M= Re, *™T¢)

Figura 1.19.- Estruturas quimicas do complexo estradiol-piridino-2-il hidrazino-gngc(/) (1.1) %6 o de um

complexo de Re/*"Tc (1) estabilizado por um ligando tridentado e funcionalizado com 16a- estradiol

(1.2)155

No grupo de Ciéncias Radiofarmacéuticas do C’TN foram preparados dois novos

complexos de Re(1)/*"

Tc(l) funcionalizados com 17a-etinilestradiol e o seu perfil bioldgico
avaliado para determinar o seu interesse no diagndstico de tumores positivos para RE. Para
esse efeito foram sintetizados derivados do 17a-etinilestradiol conjugados a dois ligandos
bifuncionais tridentados, um do tipo pirazolo-diamina (Figura 1.20.) e outro do tipo piridina-

PMTe) conduzindo a

carboxilato. Estes conjugados reagiram com fac-[M(CO);(H,0);]" (M=Re,
formacdo dos complexos de Re(1)/*"Tc(l) com elevado rendimento radioquimico e elevada
estabilidade. A estrutura dos complexos foi concebida de forma a avaliar o efeito da sua carga
global e/ou rigidez no comportamento bioldgico. Os estudos de captagdo celular dos
complexos de *™Tc, em células de carcinoma da mama com expressdo de RE, mostraram que
um dos complexos, com carga catidnica, conseguia atravessar a membrana celular

acumulando-se no nucleo das células. No entanto, os ensaios de saturacdo dos receptores com

estradiol indicaram que o processo de captacdo ndo era mediado pelo RE. Estes resultados

47



Capitulo 1: Introdug¢do

foram corroborados pela reduzida afinidade para o RE determinada com os complexos

analogos de Re.™

99m

Figura 1.20.- Estrutura quimica do complexo ~"Tc(l) funcionalizado com 17a-etinil estradiol conjugado a

um ligando do tipo pirazolo-diamina (1.3)"*

A sintese de complexos metalicos funcionalizados com andlogos de estradiol na
perspectiva do desenvolvimento de radiofarmacos para fins terapéuticos ndo tem sido muito
explorada. Nesse sentido, Banerjee e colaboradores prepararam um conjugado de estradiol
com o agente quelante bifuncional p-NCS-Bz-DOTA para coordenar o emissor B, *”’Lu, que
possui propriedades adequadas para terapia.’®® A molécula de estradiol foi funcionalizada na
posicio C6 com o ligando bifuncional e o complexo de *’Lu sintetizado com elevado
rendimento (Figura 1.21.). A avaliacdo bioldgica do complexo incluiu estudos de capta¢cdo em
células do cancro da mama MCF-7 e ensaios de ligagdo a um anticorpo anti-estradiol. Os
resultados destes ensaios sugeriram que a captacdo era mediada pelo RE. Como conclusdo
deste estudo os autores anteciparam a preparagao de outros complexos com o0s

radionuclideos >*Sm, °Ho e *Y utilizando 0 mesmo conjugado estradiol-DOTA.***

OH
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o HO
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N, ¢ N H é
o---/-17\7|_'|3-.\-./\©7N
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Figura 1.21.- Estrutura quimica de um complexo de 1u com um conjugado de estradiol-DOTA (1.4)162

Para além dos estudos mencionados acima, vdrios complexos metdlicos e
organometalicos funcionalizados com derivados da molécula do estradiol tém sido concebidos
e estudados para aplicagdo em diagndstico ou terapéutica embora fora do ambito da medicina
nuclear, nomeadamente complexos de Eu(lll) e Gd(lll) com finalidade diagndstica e complexos

de Ru(Ill) e Pt(1) para fins terapéuticos.'****

48



Introdug¢do: Capitulo 1

1.6. Sondas Bimodais para Imagiologia Molecular

A imagiologia molecular desempenha um papel fundamental no estudo nado invasivo
dos processos biolégicos associados a patologias. Constitui uma area de intensa investigacao
sendo expectdvel que num futuro préximo seja possivel garantir a cada doente um
acompanhamento e uma opg¢ao terapéutica mais personalizada. Existem varias modalidades
de imagiologia que permitem avaliar alteragdes morfoldgicas ou funcionais. No entanto, cada
uma apresenta vantagens e inconvenientes intrinsecos associados a sua sensibilidade de
deteccdo, penetracdo nos tecidos e resolucdo espacial (tabela 1.5.). Por exemplo a técnica
nuclear PET apresenta elevada sensibilidade mas md resolucdo espacial. Pelo contrario, a
imagiologia dptica tem uma sensibilidade relativamente boa mas a penetracdo nos tecidos é
muito baixa. Deste modo, nenhuma das técnicas fornece toda a informacao a nivel funcional,

estrutural e molecular.

Tabela 1.5.-Modalidades de diagndstico (Adaptado de *'%)
. ~ - - Agente de
Técnica Fonte Resolugao  Sensibilidade Penetragao
contraste
Radiografia Raios-X 50-200 pm - Alta lodo, BaSO,
Ecografia Ultrasons 50 um - Alta -
Ressonancia Ondas Complexos de
L. L. 25-100 um mM a pM Alta
magnética electromagnéticas Gd (l1)
PET Particulas p* 1-2 mm pM Alta Radiofarmacos
SPECT Radiacdoy 1-2 mm nM a pM Alta Radiofarmacos
Imagiologia ,
L Fluordéforos
Optica de uv/ Iv 2-3mm nM a pM <1cm

. organicos
fluorescéncia

Para ultrapassar as limitagdes inerentes a cada técnica e combinar as vantagens das
diferentes modalidades, nos ultimos anos tem sido utilizada uma abordagem multimodal que
combina no mesmo equipamento duas técnicas diferentes de imagiologia. O co-registo por
diferentes técnicas de imagem permite a obtencdo de informacdo complementar permitindo

86

um diagndstico mais preciso.”” No entanto ndo existem muitas op¢Oes de sistemas de

equipamento para imagem multimodal. Por outro lado se a obtencao dessa imagem envolver a
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administracdo de dois compostos diferentes a biodistribuicdo é diferente para cada um deles e
existe maior risco de efeitos secundarios. Nesse contexto, surgiu recentemente um novo
conceito no dominio das novas sondas para imagiologia, as sondas bimodais que consiste em
incorporar na mesma molécula duas unidades detectaveis através de técnicas diferentes de

imagem.m'171

As técnicas nucleares na medida em que constituem as modalidades de imagem
funcional de eleicdo tém sido associadas a outras modalidades que fornecem informacao
preferencialmente anatdmica. Por exemplo, uma sonda contendo um radionuclideo adequado
para PET ou SPECT e que simultaneamente possa ser utilizada como agente de contraste para
ressonancia magnética (MRI), ecografia ou imagem dptica (Ol) pode ser detectada por duas
técnicas diferentes com um perfil de biodistribuicdo idéntico. As sondas bimodais para
PET/MRI seriam as sondas ideais pois combinam a sensibilidade da técnica PET com a elevada
resolucdo espacial do MRI no entanto a concepcao destas sondas é altamente desafiante uma
vez que a falta de sensibilidade da imagiologia por MRI requer a utilizacdo de doses elevadas
de composto. Assim, a sintese de novos compostos susceptiveis de poderem ser utilizados
simultaneamente em imagiologia nuclear (SPECT e PET) e em imagiologia dptica tem merecido
especial aten¢do nos ultimos anos.’”” A utilizagdo da sonda 6ptica, com elevada resolugdo

espacial, permitiria validar e complementar as informac&es fornecidas pelo PET ou SPECT.*"

A maioria dos sistemas desenvolvidos até ao momento relacionam-se com o
desenvolvimento de novas sondas para estudos em pequenos animais ou in vitro. Trata-se de
um sistema facil e de baixo custo que permite obter rapidamente imagens 6pticas. Apds
validacdo da fixacdo da sonda no érgdo/ tecido de interesse o estudo pode ser aprofundado
por técnicas nucleares. A utilizacdo de radiofdmacos esta limitada pelo periodo de semi-
desintegragdo do radionuclideo, ndo permitindo um exames de longa duragao. Pelo contrdrio,
o sinal emitido pela sonda dptica pode ser detectado apds varios dias. Assim, com sondas
deste tipo é possivel a aquisicdo de imagem rapida por PET/ SPECT. Qualquer alteragido ao

longo do tempo pode ser seguida por analise dptica.

Outra importante aplicacdo destes sistemas bimodais consiste na sua utilizagao
durante procedimentos cirtrgicos.'”* Troyan e colaboradores demonstraram a eficicia de um
sistema de acompanhamento cirdrgico através de imagens de fluorescéncia de uma que
permitiu, por um lado confirmar a presenca dos tumores e por outro detectar pequenas lesdes

tumorais n3o detectadas anteriormente por SPECT.**
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Das vdrias sondas bimodais que tém sido concebidas destacam-se os sistemas
contendo nanoparticulas. Em 2007, Cai e colaboradores sintetizaram Quantums Dot
estabilizados com derivados de DOTA funcionalizados com sequéncias peptidicas para
marcacdo com ®*Cu e demostraram a deteccdo simultdnea de tumores por PET e
fluorescéncia.'’”> Hnatowitch e colaboradores prepararam nanoparticulas modificadas com
streptavidina e beneficiando da afinidade desta proteina para a biotina decoraram as
nanoparticulas com um anticorpo anti-Her2, para permitir selectividade para o tumor, um
sistema DOTA-biotina, para marcacdo com 'In e um croméforo-biotina tendo demonstrado
que era possivel obter imagem simultanea por SPECT e fluorescéncia de tumores HER2

176
l.

positivo, em modelo anima Apesar das elevadas taxas de fixagcdo nas células tumorais a

administracdo in vivo destas particulas coloca ainda alguns problemas que necessitam
optimizacdo. No sentido de superar este problema, a pesquisa centra-se actualmente na

preparacao de sondas de baixo peso molecular. Assim, vérios complexos contendo radiometais

(111 99m

In, **Cu e ®™Tc) tém sido estudados e acoplados a diferentes fluoréforos, principalmente a

cianina e a FITC.Y”*”® Em 2002 Achilefu e colaboradores'®’sintetizaram sondas bimodais que

incorporam simultaneamente um agente quelante (DTPA ou DOTA), um cromodforo

(carbocianina ou FITC) e analogos peptidicos de bombesina, octredcito e RGD (Figura 1.22.)."*

181

Bombesina

FITC { "oy
(croméforo) o O 7//N\/[<
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Figura 1.22.- Exemplo de um sistema bimodal desenvolvido por Achilefu e colaboradores™®

Kimura e colaboradores'®, sintetizaram um sistema bimodal **Cu-DOTA-Cianina e
demostraram a sua detecgdo por PET e fluorescéncia. Briechbiel e colaboradores também
conceberam um agente bimodal para SPECT/imagiologia dptica que incorporava um derivado
de DTPA e cianina acoplado através de um espacador (lisina) a diferentes anticorpos com

resultados preliminares bastante promissores.'®®
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2. Complexos de In(lll) e de Ga(lll) com Derivados da Molécula

de Estradiol

2.1. Consideragoes Gerais

O trabalho proposto para esta tese tem como objectivo principal o desenvolvimento de
novas sondas radioactivas com base na estrutura quimica do estradiol e em radionuclideos que
sdo simultaneamente emissores de radiacdo gama e de electrGes Auger. Nesse sentido,
explordmos uma nova abordagem que consiste na utilizacdo do estradiol para veicular os

n e *’Ga para os receptores estrogénicos sobre-expressos em células

metais radioactivos
tumorais, tendo em vista o diagndstico e a terapia dirigida ao cancro da mama. Neste capitulo

serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos ao longo deste trabalho que incluiu:

e Sintese e caracterizacdo de derivados de estrona e de estradiol funcionalizados na

posicdo C16 com diferentes grupos funcionais (Figura 2.1.);

O OH
WR R
HO HO
R= ~ o~ Br R= ~ A~ Br
\/\/\/Br
@ ) ™
NN NHZ

Figura 2.1.- Representagdo da estrutura quimica dos compostos derivados de estrona (1) e estradiol (2)

funcionalizados na posi¢céo C16 com diferentes espagadores.

e Sintese e caracterizacdo de derivados de estradiol conjugados a agentes quelantes
bifuncionais: DTPA, DOTA, DOTAGA e NODAGA com reconhecidas propriedades para

estabilizacdo dos metais In e Ga (Figura 2.2.);
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OH OH

R QB
HO O. QB=DOTA HO O‘

DTPA
DOTAGA
NODAGA

Figura 2.2.- Representa¢Go esquemdtica da conjugac¢Go do estradiol com diferentes quelantes

bifuncionais (QB) (DTPA, DOTA, DOTAGA e NODAGA).

e Sintese e caracterizacdo de novos complexos metalicos de In/*'In e Ga/*’Ga com

conjugados do estradiol (Figura 2.3.);

OH

—( espacador
@ 1y,
5763

estradiol

HO

Figura 2.3.- Representagdo esquemdtica de complexos de in e/ou ¥ Ga com conjugados de estradiol

funcionalizados na posi¢éo C16.

e Determinagdo da afinidade de ligacdo dos novos compostos para os receptores de

estrogénio (REa e REB);

111

e Avaliagdo bioldgica dos complexos de '!In e ®’Ga através de ensaios in vitro e in vivo.

2.2. Sintese de Conjugados de Estradiol com Agentes Quelantes

Bifuncionais

Nesta seccdo descreve-se a sintese de derivados de estradiol funcionalizados com

diferentes substituintes na posicdo C16 bem como a sua conjugacdo a agentes quelantes

bifuncionais para estabilizagdo dos centros metalicos In(lll) e Ga(lll). Estes substituintes sdo

constituidos por cadeias alquilicas, saturadas ou insaturadas, que incluem um bromo ou uma

amina terminal para conjugac¢do da biomolécula aos diferentes agentes quelantes bifuncionais. A

reac¢ao de conjugagao ocorreu por 2 vias:

1) N-alquilagdo da amina secundaria de um ligando estabilizador do metal, nomeadamente um

andlogo tetracarboxilico do DTPA, o acido dietilenotriaminatetraacético protegido com grupos
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terc-butilo, (DTTA('Bu), descrita em 2.2.2.1.) ou um derivado do cicleno (DO5A('Bu)s, descrita em

2.2.2.2));

2) Formagdo de uma ligacdo amida entre a amina do derivado do estradiol e um dos grupos
carboxilato do agente pré-quelante, designadamente o anidrido de DOTAGA (descrita em 2.2.2.3.)

ou o NODAGA('Bu); (descrita em 2.2.2.4.).

Na Figura 2.4. apresentam-se as estruturas quimicas dos agentes pré-quelantes utilizados

nas reac¢oes de conjugacao aos derivados de estrona ou estradiol funcionalizados na posicao C16.

[\ —Co0Bu

BulOOC COO0'Bu NH N
t, \¢
BU'OOC. N~~~ N._CO0Bu t . Nj
H BUOOC. N\ /\__-coo'Bu
DTTA('Bu), DO,A('BU),

Ojio;/(o (COO‘BU
HOO%N/_\N z\ N/>

N N t
| COO'Bu
O)\E o BUlOOC—_/\ |
N N
COOH
HO \/ \/LOH
anidrido de DOTAGA NODAGA('Bu),

Figura 2.4.- Representagdo das estruturas quimicas de DTTA(tBu)4, DOgA(tBU)g, anidrido de DOTAGA e

NODAGA('Bu); utilizados no acoplamento & biomolécula.

Estudos conduzidos por Huang e colaboradores com complexos metalicos de estradiol
funcionalizados em Cl6a com cadeias alquilicas de diferentes comprimentos (n=4, 6, 8)
mostraram que a afinidade de ligagdo destes complexos para o RE eram relativamente
elevadas, com concentragdes na ordem do nanomolar, indicando a capacidade do receptor

5

para tolerar substituintes volumosos nesta posicdo.®® Com base nestas observacbes

selecciondmos a posi¢cdo C16 para conjugacdo do agente quelante bifuncional. Tanto quanto se

111

sabe, a preparac3o de complexos metalicos de In e ®’Ga com derivados de estradiol n3o foi

ainda descrita na literatura.
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2.2.1. Sintese dos derivados de estradiol funcionalizados em C16

Cadeias alquilicas insaturadas com um bromo terminal

Para posterior conjugacdo aos quelantes bifuncionais DTTA('Bu), e DOsA(‘Bu); foram
sintetizados alguns derivados bromados de estrona alquilados em C16. Uma vez que nao é
possivel alquilar directamente a posicdao C16 da molécula do estradiol, a estrona foi escolhida
como reagente de partida e alquilada via formagdao de um enolato. A estrona foi reduzida a

estradiol num passo posterior, apds a conjugacao aos agentes quelantes.

No esquema 2.1. é apresentada a sintese do derivado de estrona funcionalizado na
posicdo Cl6a com um espacador insaturado de quatro atomos de carbono e contendo um
atomo de bromo terminal necessario para a posterior N-alquilagdo do DTTA('Bu), e do
DO5A(‘Bu)s. A introducdo das diferentes cadeias laterais em C16 é efectuada por alquilagdo a
da estrona no atomo de carbono 16 com formacdo de uma ligacdo carbono-carbono. Esta
reacc¢do ocorre por accao de um electrdfilo activado na presenca de uma base forte tal como a

184

diisopropilamida de litio (LDA).

0 o) 0
i) if) Uy AN p;
R — —_—
HO TBDMSO TBDMSO

2.1 2.2 (80%) 2.3 (35%)

Esquema 2.1.- Esquema reaccional da sintese do derivado bromado (2.3).

i) TBDMSCI, imidazolo, DMF, t.a., 6h; ii) LDA in situ, 1,4-dibromobut-2-eno, THF seco, 0°C->-45°C, 4h.

A sintese do derivado bromado (2.3) realizou-se em dois passos, de acordo com um

método descrito na literatura com ligeiras modificacdes.®

Nesta abordagem foi usada a
estrona (2.1) como reagente de partida apds adequada proteccdo do grupo fendlico em C3,
uma vez que a alquilacdo em C16 é realizada em condigOes basicas. Em meio basico, o fenol
poderia sofrer substituicdo electrofilica por ataque do electrdfilo ao fenolato intermediario. O
grupo fendlico foi protegido por reac¢dao da estrona com cloreto de terc-butildimetilsilano
(TBDMSCI) na presenga de imidazolo, obtendo-se 2.2 quantitativamente. A estrona O-
protegida 2.2 foi caracterizada por espectroscopia multinuclear de RMN de 'H estando os

dados espectroscépicos consistentes com a estrutura formulada. Na zona aromatica do

espectro observou-se um dupleto a 7,13 ppm (J/=8,4Hz) integrando para um protdo,
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correspondente ao protdo aromatico em C1, um duplo dupleto a 6,64 ppm (/= 2,7Hz, J= 8,4Hz)
integrando para um protao, correspondente ao protdo aromatico em C2 e um dupleto a 6,58
ppm (/= 2,7Hz) integrando para um protdo, correspondente ao protdo aromatico em C4. Os
sinais dos protdes metilénicos, do envelope esterdide, apareceram sob a forma de vdrios
multipletos largos entre 1,44 e 2,80 ppm. O sinal correspondente a ressonancia dos protdes
metilicos em C18 aparece como um singuleto a 0,93 ppm, valor caracteristico deste tipo de
protdes, e integrando para 3 protdes. A presenca do grupo terc-butildimetilsilano (TBDMS) foi
confirmada pela observacdo de um singuleto a 0,20 ppm integrando para 6 protdes, atribuivel
aos dois grupos metilo e um singuleto a 0,99 ppm integrando para 9 protdes, atribuivel ao

grupo terc-butilo.

A alquilagdo de 2.2 em C16 ocorre por adicdo de um electréfilo activado (1,4-
dibromobut-2-eno) no carbono alfa (C16), na presenca de LDA sintetizada in situ, conduzindo a
formacdo do brometo (2.3). Esta reac¢do ocorre segundo um mecanismo Sy2 via formacéo de
um enolato de litio. O grupo 18-CH; na face B do esterdéide orienta o ataque do electrdfilo pela
face a do esterdide, estereoquimicamente menos impedida, conduzindo exclusivamente a
formacao do estereoisdmero 16a seguindo a regra da estereoselectividade.

Um dos protées acidicos em C16 é removido por ac¢do da LDA formando um enolato de
litio, que é fortemente estabilizado por ressonancia por deslocalizacdo da carga negativa para
o oxigénio electronegativo. O enolato nucleofilico ataca o brometo de alilo (1,4-dibromobut-2-
eno) no carbono electrofilico adjacente ao bromo conduzindo a formacdo da estrona alquilada
(2.3).

A formacdo do enolato constitui o passo critico na alquilagdo da estrona. Quando se
utilizou LDA disponivel comercialmente, nas mesmas condi¢cdes experimentais, ndo se
observou formagao do produto alquilado muito provavelmente pelo facto de a LDA ser pouco
estavel em solugdo. Assim, foi necessario proceder a sua sintese in situ por reac¢ao de
diisopropilamina com n-butillitio. A uma solu¢do de LDA em THF, a 0°C, adicionou-se a estrona
O-protegida (2.2). Apds 1h de agitacdo, arrefeceu-se a mistura reaccional a -45°C e adicionou-
se um excesso de 1,4-di-bromobut-2-eno para evitar a ocorréncia de produtos secundarios,
formados por reacgdo do electréfilo com alguma diisopropilamina que eventualmente nao

. . 1
tivesse reagido.'®

Na literatura é referido que a alquilacdo de enolatos de litio com brometos de alilo

1
& No entanto, no nosso caso,

ocorre com sucesso a temperaturas inferiores a -20°C.
temperaturas superiores a -35°C, condicionaram o rendimento da reac¢do. Observou-se por

TLC, que um aumento de temperatura, ainda que ligeiro, durante o periodo de reacgdo do

59



Capitulo 2: Complexos de In(lll) e Ga(lll) com Derivados da Molécula do Estradiol

electréfilo com o enolato de litio, conduzia ao aparecimento de vdrios produtos secundarios

gue nao foram identificados.

O percursor alquilado 2.3 foi obtido em quantidades moderadas apés purificacdo por
cromatografia em coluna de silica-gel utilizando a mistura de solventes n-hexano/CHCls/éter
dietilico (15:2:1) como eluente. Os dados espectroscépicos de RMN de 'H e de RMN de *C
mostraram-se consistentes com a estrutura formulada. Na Figura 2.5. apresenta-se o espectro

RMN de *H de 2.3 em CDCls. A atribuicdo dos sinais encontra-se descrita no préprio espectro.

C(CH3)3 ..........
| CH;-18
—’—Sli—O 3 Si(CHs);
Envelope esteroide
H +1CH,
H-2,H-4 CH=CH CH,Br
* H-6
' ) 1 FRATETHL N 1 B
e L S B S R A S B
PPpm ('13.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Figura 2.5.-Espectro de RMN-"H-do composto 2.3 e respectivas atribuigcées. (*CDCl3)

O espectro de 2.3 foi comparado com o espectro da estrona-O-protegida 2.2. Como se
pode observar na Figura 2.5., a alquilagdo é evidenciada pelo aparecimento de um sinal
correspondente aos protdes do espacador insaturado nomeadamente um multipleto entre
3,91 e 3,94 ppm, integrando para dois protdes, atribuivel aos protées alilicos adjacentes ao
bromo terminal (CH,Br) e um multipleto entre 5,75 e 5,71 ppm, integrando para dois protoes,
atribuivel aos protdes vinilicos (CH=CH). O espectro de RMN de °C é relativamente complexo
devido a sobreposicdo das ressondncias dos carbonos do envelope esterdide tornando
impossivel a identificacdo inequivoca dos sinais dos dois carbonos alilicos ligados ao bromo
terminal. No entanto, o aparecimento de dois sinais a 134,0 ppm e a 128,6 ppm,
correspondentes aos dois carbonos vinilicos, vem confirmar a estrutura formulada. Através da
anélise do espectro de RMN de C foi também possivel identificar, desviado para campo baixo,
o sinal correspondente a ressonancia do carbono carbonilo C17 a 220,9 ppm. O sinal
correspondente a ressonancia do carbono metilico C18 aparece desviado para campo alto a

14,6 ppm, valor caracteristico deste tipo de carbonos.'®
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Cadeias alquilicas saturadas com um bromo terminal

Fevig e colaboradores observaram que a tolerdancia do RE para alguns derivados de
estradiol substituidos em Cl6a poderia ser influenciada pelo grau de saturacdao da cadeia
alquilica.”® No sentido de avaliar o efeito da saturacdo da cadeia alquilica no comportamento
radioquimico e bioldgico dos complexos metalicos foi também sintetizado um analogo
saturado de 2.3. Tendo em consideracao que a reducdo da dupla ligacdo em 2.3 pelos métodos
usuais de hidrogenacdo catalitica (e.g. H,, Pd/C) iria alterar a estrutura do composto, uma vez
qgue o brometo de alquilo seria simultaneamente reduzido a alcano, foi necessdrio neste caso,
optar por uma estratégia de sintese diferente. A estratégia quimica seguida para a sua
preparacao esta representada no esquema 2.2. No caso deste composto, a redugdo de estrona

a estradiol efectuou-se simultaneamente com a reducdo do éster 2.6.

Embora as alquilagdes a de cetonas ocorram com sucesso por ac¢do de uma base forte
e um halogeneto de alquilo, no caso particular de estronas este tipo de reaccdo esta limitada
ao uso de electréfilos activados, como demonstrado por Fevig.'® De facto, os brometos de
alilo tém sido usados com sucesso na alquilacao directa da posicdo C16 da estrona na presenca
de bases fortes, como em 2.3, conduzindo quase exclusivamente a isémeros 16q. 184185188192
Goto e colaboradores realizaram com sucesso a sintese estereoselectiva de quatro epimeros
do 17-hidroxi-16-etilestrano utilizando uma estratégia diferente a que foi utilizada.”®®* No
entanto o método seguido por estes autores ndo pode ser adaptado aos nossos objectivos,

uma vez que se pretende alquilar o esteréide com uma cadeia versatil que permita o posterior

acoplamento ao agente quelante, quer directamente quer por modificagao da fun¢do terminal.

O 4-(16’a-estradiol)bromobutano (2.9) foi sintetizado com base numa modificagdo da
estratégia de sintese desenvolvida por Tremblay e colaboradores para alquilagdo a de estronas

em C16 utilizando 4-bromocrotonato de metilo como electréfilo.!®

A estratégia quimica
seguida para a sua preparagdo esta representada no esquema 2.2. Apds alquilacdo e redugao
da dupla ligacdo, o éster 2.6 foi reduzido a um alcool que foi posteriormente halogenado com
tetrabrometo de carbono. Nesta estratégia de sintese optou-se por utilizar como grupo
protector da funcdo hidroxilo em C3 o grupo metoxilo, ao invés do grupo terc-
butildimetilsilano, uma vez que nas condi¢cdes reaccionais utilizadas, nomeadamente na
reaccdo de desprotonagdo com hidreto de potassio, necessario na sintese de 2.11 (esquema
2.3.), o grupo protector TBDMS n3o é estavel.’®* Assim, o grupo metoxilo, mais resistente, foi
utilizado como grupo protector da fungao fendlica da estrona em C3. Embora os compostos

intermedidrios obtidos ao longo deste processo tenham sido sujeitos a purificacdo

cromatografica, ndo foi possivel nos passos iniciais de sintese, resolver a mistura isomérica
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160/16B em que foram obtidos, pelo que a sua caracterizacdo por espectroscopia se revelou
dificil. Apenas no passo final da sequéncia foi possivel separar os dois isdbmeros e confirmar

inequivocamente a configuracdo estereoquimica de 2.9.

- Camat M@éﬂ”“*%

2.4 2.5 (43%)
l iii)

OH
iv)
/\/\Br - /\/\OH
H5C

2.8 (53%) 2.7 (42%)

OH
YN gy

HO
2.9(77%)

Esquema 2.2.- Esquema reaccional da sintese do composto 2.9.
i) LDA in situ, BrCH,CH=CHCOOCH;, THF, -78°C->t.a.; ii) H,, Pd/C, MeOH, 18h; iii) LiAIH,, THF, -78°C->0°C;
iv) CBry,, PPh;, CH,Cl,, 0°C; v) BBr; CH,Cl, 0°C.

Assim, a alquilagdo da 3-metoxiestrona (2.4) em C16 com 4-bromocrotonato de metilo,
segundo o método anteriormente descrito para a sintese de 2.3, conduziu a uma mistura
isomérica de dois ésteres 2.5 (16a:16p; 4:1) que nado foi resolvida mesmo apds purificagdo por
cromatografia em coluna de silica-gel. O protdo acidico em C16 poderd ser responsavel por
uma eventual isomeriza¢do, quer durante o processo de work-up quer durante a purificagcdo
cromatografica da mistura, uma vez que neste tipo de alquilagdo se utilizou um ligeiro excesso

193

de base.””” No entanto, o diasteredmero maioritario observado foi o 16a-substituido, como

antecipado pela regra da estereoselectividade referida anteriormente.

A mistura isomérica 2.5 foi analisada por espectroscopia multinuclear de RMN de 'H.
Comparando o espectro RMN de 'H de 2.5 com o espectro da 3-metoxiestrona 2.4 a alquilacdo
é evidenciada pelo aparecimento de sinais correspondentes aos protdes do espagador
insaturado, nomeadamente um dupleto a 5,86 ppm e um multipleto a 6,94 ppm, integrando

para um protdo cada. Observa-se também um singuleto a 3,72 ppm, integrando para trés
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protdes, correspondente aos protdes metilicos do éster. O espectro revela ainda a existéncia
de dois singuletos a 0,79 ppm (maioritario, correspondente ao isomero 16a) e 0,76 ppm
(minoritario, correspondente ao isomero 16pB), atribuiveis aos protdes metilicos em C18 o que
evidencia a presenga de uma mistura isomérica. Os protdes metilicos do isdmero B estdo mais
blindados relativamente aos do isdmero a o que explica o desvio do sinal para campo mais

alto.™®

Os passos seguintes da estratégia consistiram numa sequéncia de trés reducdes
sucessivas para a obtencdo do diol 2.7. A redu¢do da dupla ligacdo em 2.5 foi realizada por
hidrogenacdo catalisada por palddio obtendo-se 2.6 que, apesar de ndo ter sido isolado, foi
analisado por RMN de 'H, confirmando-se a reducdo da dupla ligagdo pelo desaparecimento

dos sinais dos dois protées vinilicos a 5,86 ppm e a 6,94 ppm.

A reducdo simultdnea do grupo carbonilo e da fungdo éster em 2.6 foi realizada
recorrendo a hidreto de aluminio e litio (LiAlH;) como agente redutor devido a sua
versatilidade, disponibilidade e facilidade de manuseamento. Assim, uma solucdo do crude 2.6
em THF foi tratada com LiAlH, durante 2 horas a -78°C para reduzir o carbonilo. Esta
temperatura teve de ser rigorosamente controlada, de modo a permitir uma maior
diastereoselectividade durante o ataque do hidreto ao carbonilo, resultando exclusivamente
numa configuragao 17B-OH e ndo se observando formagdo do isémero 17a-OH. Temperaturas
superiores favorecem a redugdo do éster pelo que o aumento da temperatura para 0°C,
conduziu a formagdo duma mistura isomérica de 2.7 numa razdo 16a:16f de 3:1, que ndo foi
separada por purificacdo cromatogréfica. O diol 2.7 foi caracterizado por RMN de 'H e
comparado com 2.6. Da analise do espectro de RMN de 'H salienta-se o aparecimento de um
tripleto a 3,65 ppm, integrando para dois protdes, atribuivel aos protdes -CH,0OH e o
desaparecimento dos protdes metilicos do éster a 3,72 ppm confirmando a sua redugdo. A
redugdo do carbonilo a 17-OH é evidenciada pelo aparecimento de um dupleto a 3,26 ppm

184,1. . ~
84186 A configuracdo

(J=7,5Hz), integrando para um protdo, atribuivel ao protdo H-17a.
estereoquimica dos carbonos Cl6 e C17 foi confirmada por correlagdo com dados
espectroscopicos de RMN descritos por Goto e colaboradores para compostos semelhantes.™*
Segundo estes autores, que correlacionaram os desvios quimicos e as constantes de
acoplamento J;5 17 de uma série de quatro epimeros 17-hidroxi-16-etilestranos, uma constante
de acoplamento Jyg:7 =7,5Hz é tipica de um sistema 160c,17[3—disubstituido.191 A presenca do
isdmero 16 é evidenciada pelo aparecimento de um dupleto com desvio quimico a 3,19 ppm
(J1617= 9,9 Hz) correspondente ao protdo 17a acoplado a H-16a. Esta atribuigdo é feita com

base nos valores das constantes tipicas de um sistema 160,17B-di substituido (9-10Hz).
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A bromacdo do alcool primario da cadeia alifatica em 2.7 foi realizada segundo a
reaccdo de Appel que constitui um método suave para a conversdo de alcoois nos respectivos
halogenetos.” Assim, fazendo reagir o diol 2.7 com tetrabrometo de carbono (CBr,) e

trifenilfosfina (PPh;) obteve-se uma mistura isomérica de brometos 2.8 (16a:1683; 3:1).

A reaccdo inicia-se com a halogenacao da trifenilfosfina com tetrabrometo de carbono
formando-se um sal de trifenilfosfénio, seguida da formacdo de um alcéxido resultante da
desprotonacgdo do alcool com tribromocarbanido. Reac¢do do alcdxido com o ido brometo de
trifenilfosfénio conduz a formacao de um intermedidrio oxifosfénio libertando o ido brometo.
O grupo trifeniloxifosfonio € um excelente grupo abandonante, sendo facilmente eliminado
apods ataque nucledfilo (Sy2) pelo ido brometo ao carbono electrofilico, conduzindo a formacdo
do 3-metoxi-16a-bromoalquil-estradiol (2.8) e de o6xido de trifenilfosfina como produto
secundario. Esta mistura isomérica 2.8 foi analisada por espectroscopia RMN de 'H sendo a
bromacado do alcool evidenciada pelo desvio do sinal dos protdes adjacentes ao bromo para
campo mais alto (6 = 3,45 ppm) quando comparado com a ressonancia relativa aos dois

protdes CH, do alcool 2.7 (6 = 3,65 ppm).

O ultimo passo da sequéncia reaccional consistiu na hidrélise do grupo metdxilo em C3
com um 4acido de Lewis forte, o triborometo de boro (BBr;). A mistura isomérica 2.9 foi
separada apds purificagdo cromatografica por coluna de silica gel utilizando como eluente n-
hexano:acetato de etilo (80:20). Nas condi¢des cromatograficas utilizadas, o isémero 16a é
eluido em primeiro lugar. As quantidades vestigiais do isdmero 16 ndo permitiram a sua
recuperacdo. O composto 2.9 foi caracterizado por RMN de 'H (Figura 2.6.) sendo os dados
espectroscopicos consistentes com a estrutura esperada. A presenga de um Unico singuleto a
0,78 ppm correspondente aos trés protdes metilicos em C18 vem confirmar a pureza isomérica
de 2.9. A configuracgdo estereoquimica foi também evidenciada por RMN de 'H, pela presenca

de um Unico dupleto (Ji65174=7,5Hz) a 3,24 ppm, atribuivel ao protdo 17a.

64



Complexos de In(lll) e Ga(lll) com Derivados da Molécula do Estradiol :Capitulo 2

*
18-CH;
Envelope esteroide,
3CH,
CH,Br A
H-1 H-2,H-4 H-17 H-6
— — T —
ppm (729 6.0 5.0 a.0 3.0 2.0 1.0

Figura 2.6.- Espectros de RMN de 'H do composto 2.9 atribuigbes principais (*CDCl3).

Cadeias alquilicas saturadas mais longas com um bromo terminal

Estudos conduzidos por Huang e colaboradores com complexos metalicos de estradiol
substituidos em C16a com diferentes cadeias alquilicas demostraram que a sua capacidade de
ligacdo ao RE dependia do comprimento da cadeia linear.™* Assim, para avaliar a influéncia do
comprimento da cadeia alifadtica em C16 no comportamento biolégico dos novos complexos
metalicos preparou-se também um derivado estradiol com uma cadeia hexilica.

Como referido anteriormente, a alquilacdo de cetonas esterdides na presenca de LDA
estad geralmente limitada a electréfilos activados e assim, apenas cadeias curtas podem ser
introduzidas na posicdo 16a do nucleo esterdide. Para a introdugdo de uma cadeia lateral mais
longa foi definida uma estratégia diferente. Embora tenham sido referidos na literatura alguns
casos especificos de alquilagdo o directa de cetonas esterdides com electréfilos ndo
activados'™ esta reacgdo geralmente requer a presenca de um grupo carbonilo activado.
Consequentemente, a introdugdo de um grupo metoxicarbonilo em C16, capaz de promover a
enolizagdo e subsequente alquilagdo da cetona menos reactiva, constitui uma boa opgao

tendo em conta a facilidade de remocéao deste grupo.

A estratégia que se seguiu é ilustrada no esquema 2.3. e inclui trés passos chave: 1)
acilacdo da estrona; 2) uma segunda alquilacdo na posicdo C16 activada para introducdo da
cadeia linear e 3) reaccdo de descarboxilacdo, para remocdo do metoxicarbonilo. Esta
estratégia de sintese conduz geralmente a uma mistura de isomeros 16a/16B3 (2.12) que

eventualmente poderdo ser isolados por cromatografia em coluna de silica-gel.
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0 2 0
i COOCH, i) COOCH,
- - (CH,)sOTHP
H3C H3C H3C

2.4 2.10 (49%) 2.11 (60%)
ii)
OH 0
(CH,)¢OTHP 1 M(CHZ)GOTHP
H,C H,C
2.13 (57%) 2.12 (45%)
v) Vi)
OH OH
O/@(Sjquz)em i) «©:Sj:§<(mz)ssr
H,C H
2.14 (24%) 2.15 (44%)

Esquema 2.3.- Representagdo esquemdtica da sintese do composto 2.15.

i) LDA in situ, CNCOOCH3;, THF, -78°C-> t.a., 18h; ii) KH, éter 18-coroa-6, Br(CH,)sOTHP, THF, refluxo, 20h;
iii) LiCl, H,0, DMF, refluxo, 2 dias; iv) LiAIH,, THF, -78°C-> t.a., 1h; v) HCl/MeOH (2:98), t.a. 12h; vi) CBr,,
PPh3, CH,Cl,, 0°C, 2h; vii) BBr;, CH,Cl,, 0°C->t.a., 3h.

Assim, a posicdo C16 de 2.4 foi activada por acilagdo com cianoformato de metilo
(CH3;COOCN) na presenga de um excesso de LDA conduzindo a formagdo do isémero 16 do
éster 2.10. A estrutura quimica e configuracdo 16P foi estabelecida por espectroscopia de
RMN de 'H por comparagio com dados espectroscopicos descritos na literatura para

1% A acilago é evidenciada pelo aparecimento no espectro de RMN

compostos semelhantes.
de 'H de um singuleto a 3,74 ppm, integrando para os 3 prot&es, correspondentes aos protdes
metilicos do grupo metoxicarbonilo. O sinal do protdo em C16a aparece a 3,19 ppm acoplado

com os protdes 15a e 158 (J154,15=9,9 Hz) como um tripleto aparente.

A alquilagdo do éster 2.10 com o éter tetrahidropiranilo do 6-bromo-1-hexanol
conduziu a formacgdo de 2.11. Neste caso, o enolato foi preparado com hidreto de potdssio na
presenca de éter 18-coroa-6, uma vez que a desprotonac¢do de 2.10 ndo ocorre por acgdo de
LDA, estereoquimicamente impedida. Este éter permite a complexacdo do ido potdssio

aumentando a reactividade do ido hidreto. A estrutura quimica de 2.11 foi determinada por

66



Complexos de In(lll) e Ga(lll) com Derivados da Molécula do Estradiol :Capitulo 2

espectroscopia de RMN de *H. A alquilagdo é evidenciada pela presenca de quatro multipletos

integrando um protdo correspondentes ao grupo OTHP e a auséncia do sinal do protao H-16a.

A remocdo do grupo metoxicarbonilo em 2.11 foi realizada por reaccdo de
descarboxilacdo de Krapcho. A reac¢do de Krapcho permite a descarboxilacdo de ésteres de
acidos carboxilicos que possuam um substituinte electrodoador no carbono 3 sem ocorrer a
hidrélise do éster.'®® Esteres activados, tais como os B-cetoésteres, sofrem descarboxilacdo por
aquecimento em solventes dipolares apréticos (DMSO ou DMF) e/ou na presenca de agua por
adicdo de sais, tais como o cloreto de sddio ou litio e cianeto de potassio ou sédio, conduzindo
a formacdo das respectivas cetonas. Esta reaccdo é termodinamicamente favorecida pela
formacdo de cloreto de metilo e diéxido de carbono sob forma gasosa. Assim, o grupo
metoxicarbonilo em 2.11 foi facilmente eliminado em solucdo de DMF, com cloreto de litio
(LiCl) e H,O formando-se um enolato de litio. Na presenca de um protdo no carbono a,
relativamente ao éster, este tipo de descarboxilagdo ocorre normalmente em condicbes
suaves. No nosso caso, e uma vez que o carbono C16 é quaterndrio foi necessdrio aquecer em
refluxo durante 48 horas. Apds descarboxilacdo o enolato de litio formado, fortemente
estabilizado por ressonancia por deslocalizacdo da carga negativa para o oxigénio, é

protonado, conduzindo a formacgao de 2.12.

Ap0s purificagcdo por cromatografia em coluna de silica-gel o composto 2.12 foi obtido
como uma mistura isomérica (16a:1683; 1:4) com um rendimento moderado (n = 45%). Por
analise do espectro de RMN de 'H foi possivel observar a existéncia de dois singuletos a 0,91
ppm (minoritdrio, correspondente ao isomero 16a) e 0,84 ppm (maioritario, correspondente
ao isébmero 16PB) atribuidos aos protdes metilicos 18-CH; numa razdo de 1:4. Tal como
mencionado acima, o 18-CH; correspondente ao derivado 16[B-substituido estd desviado para

campo alto relativamente ao derivado 16a-substituido.'*!

O passo seguinte consistiu na redugdo estereoselectiva do grupo carbonilo (C17) em
2.13 a hidroxilo. Utilizando LiAIH, como agente redutor esta reacgdo resulta exclusivamente na
formagdo de isémeros de configuragdo 17B-OH. Apds purificagdo da mistura isomérica, por
cromatografia em coluna de silica-gel, foi possivel isolar e caracterizar o isémero 16p (2.13).
No entanto, o isémero 16a foi obtido apenas em quantidades vestigiais, ndo tendo sido
possivel isola-lo em quantidades suficiente para prosseguir a sintese. No espectro de RMN de
'H de 2.13, observou-se apenas um singuleto a 0,74 ppm, correspondente aos protdes

metilicos em 18-CH; O sinal correspondente ao protdo 17a-H encontra-se sobreposto com o
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sinal CH; do grupo metoxilo em C3. Os restantes sinais obtidos no RMN de 'H estdo

consistentes com estrutura proposta.

A hidrélise acida (2% de HCl em metanol) do grupo tetrahidropiranilo em 2.13, seguida
de bromacdo, por reac¢do de Appel, conduziu a formacdo de 6-(3’-metoxi-16'p-
estradiol)bromohexano (2.14). Os dados espectroscopicos de RMN de 'H mostraram o
desaparecimento dos sinais correspondentes aos protées do grupo tetrahidropiranilo e o
aparecimento de um tripleto a 3,39 ppm atribuivel aos protdes adjacentes ao bromo terminal,

confirmando a hidrdlise e a bromacao.

O Ultimo passo desta sintese consistiu na hidrélise do grupo metoxilo presente em
2.14 com tribrometo de boro (BBr;) obtendo-se o produto final, 6-(16"B-
estradiol)bromohexano 2.15 sob a forma de um pd branco, apds purificagdo por cromatografia
em coluna de silica-gel. O espectro de RMN de'H do composto precursor 6-(16'p-

estradiol)bromohexano 2.15 é apresentado na Figura 2.7.

18-CH3

Envelope esteroide,
CH,Br 5CH,

JLLJJL

e T s e e e L e e A e I e e
ppm (719 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 2.7.- Espectros de "H-RMN do composto 2.15 principais atribuices (*CDCl3).

Da anélise do espectro de RMN de 'H de 2.15 salienta-se a existéncia de um tripleto a
3,34 ppm, relativo aos dois protdes adjacentes ao bromo terminal e um singuleto a 0,70 ppm,
relativo aos trés protdes do grupo metilo 18-CHs. O sinal relativo ao protdo 17a-H surge como
um dupleto a 3,66 ppm com uma constante de acoplamento Jig,174=9,9 Hz, caracteristica de

um sistema 16B,17p-disubstituido.*
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Cadeias alquilicas com aminas primdrias terminais

Para posterior conjugacdo aos pré-quelantes anidrido de DOTAGA e NODAGA('Bu);
foram também sintetizados derivados 16a-alquilamina-estradiol. Uma possivel estratégia a
seguir seria a introducdo na posicdo 16a de cadeias ciano-alquilicas de diferentes
comprimentos que por reducdo do grupo ciano seriam posteriormente convertidas nas
correspondentes aminas. No entanto, Fevig e colaboradores demonstraram que a alquilagao
do enolato de litio e de sddio da 3-metoxiestrona com a-halo-®-ciano-alcanos ndao é um
processo facil. De facto, as varias tentativas que efectuamos para a alquilacdo de 2.2 com 3-
iodopropanonitrilo (I(CH3),CN) e 5-iodopentanonitrilo (I(CH,),CN)) também ndo foram bem
sucedidas. Ambos os electroéfilos parecem reagir com a base utilizada (LDA) na formacdo do
enolato, conduzindo a formacdo de produtos secunddrios. Por exemplo, o 3-
iodopropanonitrilo ao interagir com a base pode eventualmente sofrer eliminacdo conduzindo
a formacao de acrilonitrilo. Assim, utilizando como reagente de partida o composto 2.3, cuja
sintese foi descrita anteriormente, foram sintetizados dois derivados de estradiol
funcionalizados em C16 com uma cadeia alifatica de quatro atomos de carbono insaturada
(2.17) ou saturada (2.18) contendo uma amina primaria terminal. No esquema 2.4. estd

representado o esquema reaccional para a sintese dos derivados amina-estradiol 2.17 e 2.18.

(0] O
N gy i) K0 YN s
TBDMSO TBDMSO
2.3 2.16 (82%)
ii)
OH OH
BN R, i) K2 T
TBDMSO' TBDMSO
2.18 (87%) 2.17 (80%)

Esquema 2.4.- Esquema reaccional da sintese dos derivados de estradiol 2.17 e 2.18.

i) NaN3, DMSO/THF/H,0, t.a., 24h; i) LiAIH,, THF, -78°C-> -10°C, 4bh; iii) H,, Pd/C, MeOH, 18h.

As 16a-alquilaminas 2.17 e 2.18 foram sintetizadas introduzindo algumas alteragbes a
estratégia descrita por Fevig e colaboradores.’® Assim, o brometo 2.3 foi convertido na azida
2.16 por reacgdo com um excesso de azida de sddio (NaN;) numa mistura de DMSO/THF/H,0,

ndo se observando qualquer vestigio de epimerizagdo em C16. A conversdo em azida foi
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confirmada, analisando o espectro de RMN de 'H de 2.16, pelo aparecimento de um
multipleto, correspondente aos protdes CH,;N; desviado para campo mais alto (6= 3,72 ppm)

comparativamente ao sinal dos protdes CH,Br (6= 3,93 ppm) de 2.3.

A reducgdo da cetona em C17 a alcool (-78°C) seguida de reduc¢do da azida a amina por
aumento de temperatura (-10°C) utilizando LiAlH, como agente redutor, conduziu a formacgao
da olefina 2.17 que foi posteriormente convertida no seu analogo saturado 2.18 por
hidrogenagdo catalitica na presenca de 10% Pd/C. A sintese deste andlogo saturado teve como
objectivo a posterior avaliagdio do efeito da saturacdo nas propriedades bioldgicas do

complexo metalico correspondente.

As 16a-alquilaminas 2.17 e 2.18 foram caracterizadas por RMN (*H e *C) e ESI-MS. Os
espectros de RMN de 'H e RMN de *C de ambos os compostos sdo muito semelhantes entre
si. Na Figura 2.8. apresenta-se, a titulo de exemplo, o espectro de 2.18. A presenca de um
multipleto entre 3,70-3,73 ppm e um tripleto a 2,69 ppm referentes aos protdes CH,NH, nos

espectros de RMN de 'H de 2.17 e 2.18, respectivamente, confirmam a obtencdo destes dois

precursores.
Si(CHs),
C(CH;)s
*
18-CH;
Envelope esteroide,
3CH;
CH,;NH,
H-2. H-4
H-1 H-6
H-17a
L L R L T T R L D
ppm (f1)7-© 6.0 5.0 a.0 3.0 2.0 1.0 o.o

Figura 2.8.- Espectros de "H-RMN e respectivas atribuicdes do composto 2.18 (*CDCI3).

Nos espectros de RMN de 'H destes dois precursores é também possivel observar o
sinal correspondente ao protdo 17a-H (6=3,20 ppm), com uma constante de acoplamento J;7 16
=7,5 Hz que permite confirmar a configuracdao estereoquimica dos carbonos C16 e C17. No
caso da amina 2.17 observa-se ainda um multipleto (6= 5,60-5,85 ppm) correspondente aos
dois protdes vinilicos da dupla ligagdo e cuja auséncia no espectro de 2.18 vem atestar a
reducdo da dupla ligacdo. O padrio de desdobramento dos espectros de RMN de *C de 2.17 e

2.18 estd também coerente com as estruturas esperadas. De salientar que o sinal
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correspondente ao carbono C17-OH surge a 88,6 ppm comprovando que se encontra na

posicdo B.**

2.2.2. Conjugacao aos agentes quelantes bifuncionais

Como referido no capitulo introdutdrio, a vectorizagdo de uma biomolécula especifica
com um agente quelante bifuncional permite veicular um radionuclideo a um alvo de
interesse. Um agente quelante bifuncional é caracterizado por conter na sua estrutura um
grupo funcional disponivel para se ligar covalentemente a uma biomolécula (e.g. estradiol) e
um grupo de dtomos doadores capazes de coordenar eficientemente um determinado metal

111
I

(e.g. "!In, ®’Ga), conferindo ao complexo resultante a capacidade de ser reconhecido por um
determinado alvo especifico (e.g. receptores de estrogénio). Assim, tendo em consideragdo o
objectivo final de sintetizar complexos de estradiol-''!In e estradiol-*’Ga, nesta secg¢do
descreve-se a sintese de derivados de estradiol conjugados a agentes quelantes bifuncionais

adequados para estabilizar estes metais.

2.2.2.1. Sintese do conjugado estradiol-DTPA (L1)

111
In

Os agentes quelantes bifuncionais mais utilizados para estabilizar os radiometais e

®’Ga sdo ligandos do tipo poliaminopolicarboxilato. De entre eles, o DTPA é o ligando com

111
In.

estrutura aciclica mais antigo e mais estudado para marcacdo de biomoléculas com
Contudo, diversos derivados deste composto tém sido propostos de modo a melhorar as
estratégias de acoplamento as biomoléculas. Dos andlogos do DTPA, o di-anidrido ciclico de
DTPA tem sido um dos mais explorados em quimica de coordenagdo, quer pela sua
disponibilidade comercial quer pela facilidade de formacdo de quelatos com uma grande
variedade de ides metalicos. O di-anidrido de DTPA inclui na sua estrutura duas funcGes
anidrido ciclico susceptiveis de formar ligacbes covalentes com um nucledfilo. As condicbes

reaccionais de acoplamento a biomolécula sdo em geral optimizadas de modo a favorecer a

formacao da espécie mono-substituida.*®’

A conjugacdo do anidrido de DTPA ao derivado butilamina do estradiol 2.17 foi realizada
segundo uma modificacdo do procedimento experimental descrito por Biber e colaboradores e
ocorreu através da formac¢do de uma ligacdo amida, por um mecanismo de adicdo-eliminacdo

nucleofilica, entre o grupo amina da biomolécula e um dos carbonos carbonilicos do anidrido
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ciclico.*®® Resumidamente, a amina que actua como nucledfilo, promove um ataque
nucleofilico a um dos carbonos carbonilicos do anidrido ciclico, provocando a abertura do anel
com a ligagao da amina e formag¢do de um nucledfilo no segundo carboxilato. A transferéncia

de um protdo da amina para este grupo nucledfilo conduz a formagao da amida.

A estratégia seguida para a sintese do conjugado estradiol-DTPA (b) é apresentada no

OH OH
TBDMS! H

2.17 2.21

esquema 2.5.

OH COOH i)

o r COOH
D/©<9':S ' /NN)J\/N\/\N/\/CCOOH i)
H
TBDMS! HOO()

(a)

0]

oH o COoH
e
H
o oo H Hoov.)
o 2.20
C/@(S:'CS K NJ\/ Nr\/\N/\/ \/_l%
H
TBDMS HOO(.) ° iv) v)
2.19
J i)
OH o COOH OH 0 CooH COOH
«[:igis ,Mm/u\/’\‘r\/\N/\/N/;io M[jig;,,/vuj\/”r\/\,\‘/\/'\‘ccom
H HOOJ ° H HOOJ
2.20 (b)

Esquema 2.5.- Estratégias de sintese do conjugado estradiol- DTPA (b).

O

(e}
[

o]

i) di-anidrido de DTPA, Et;N, DMF, t.a., 24h; ii) p-TSA, CH;CN, refluxo, 24h; iii) HCl/MeOH (2:98 (v/v)),
t.a., 6h; iv) Et;N, pH 12, 24h; v) NaOH, pH 12, t.a., 24h.

O percursor 2.17 reagiu com o anidrido de DTPA, durante 24 horas na presenga de
trietilamina. O anidrido foi usado em excesso relativamente a 2.17 para minimizar a formacao
da espécie di-substituida. A adicdo da base tinha como objectivo conseguir a abertura
simultanea do anel anidrido por hidrélise alcalina de modo a obter o conjugado (a). Contudo, o
anel manteve-se intacto pelo que se obteve o conjugado 2.19 sob a forma de um pé amorfo
branco amarelado, solivel em DMSO mas muito insolivel na maior parte dos solventes

organicos e inorganicos.
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A anélise do composto por RMN de 'H e de **C e por espectrometria de massa revelou-
se consistente com a sua estrutura. O espectro RMN de 'H do composto 2.19 é relativamente
complexo nao permitindo uma clara atribuicdo de todos os sinais. No entanto, é possivel
observar, quando comparando com o espectro do precursor 2.17, o aparecimento de varios
multipletos entre 2,77 e 3,85 ppm, a campo mais baixo e distintos dos protdes do envelope
esteréide, correspondentes aos protdes -CH, da molécula do DTPA. A analise por
espectrometria de massa ESI-MS, revelou apenas o i3o molecular [M+H]" m/z 813,7, o que

permitiu confirmar claramente a estrutura proposta (Figura 2.9.).

A abertura do anel do anidrido ciclico e concomitante remogédo do grupo TBDMS em C3
foi tentada por hidrdlise acida com acido p-toluenosulfénico (p-TSA) sob refluxo. No entanto
os dados espectroscépicos revelaram que o anel continuou intacto ocorrendo apenas a
hidrolise em C3, o que foi confirmado por andlise de ESI-MS do composto 2.20 observando-se
o pico correspondente ao iZo molecular [M+H]" (m/z 669,7) (Figura 2.9.) e pelo

desaparecimento dos sinais correspondentes aos protdoes do grupo TBDMS no espectro de

1
RMN de “H.
o 813,7 A
OH o [M+H]*
RN o
/E:(Sj:s \’\_u)\’N\_/N\_/N/_QO 1s
TBDMSO HOOCJHOOCJ i
C42HeaN4O10Si
MM: 812,44 ‘
| oo T | smz o) m Lm |
L 7] ol i ] a0 o o I
699,5
OH . B
N ° o [M+H]
\—_\”)\’N\_/NuN o
HO HoocJHoocJ \—&o ‘
C36H50N4010
MM: 698,35
e lpme o ML
17 & .7 %0 C: wo The 0 P
L

Figura 2.9.- Espectro de ESI-MS do composto 2.19 (A) e o composto 2.20 (B) (modo positivo).
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Um dos inconvenientes associados a hidrdlise acida do grupo TBDMS em C3 é a baixa
recuperacao do produto hidrolisado 2.20 durante o processo de purificacdo cromatografica,
guer por coluna de silica-gel quer por RP-HPLC. Para obviar esta dificuldade, tentou-se uma
estratégia de sintese alternativa em que a remocdo do grupo protector ocorre antes do
acoplamento ao DTPA. Assim, procedeu-se a sua remo¢do no precursor 2.17, por hidrélise
acida utilizando uma mistura de HCl/MeOH (2:98) obtendo-se 2.21. De seguida procedeu-se ao
acoplamento de 2.21 ao di-anidrido de DTPA nas condi¢bGes descritas anteriormente (Et;N,
DMF, t.a., 24h) tendo ocorrido a formagao do conjugado 2.20. No entanto, ndo se observou a
abertura do anel do di-anidrido DTPA. Ndo tendo resultado a abertura do anel do conjugado
2.20 por hidrolise acida foi experimentada uma abordagem recorrendo a hidrdlise alcalina.'®®
Apesar de terem sido testadas diferentes bases (NaOH, Et;N) também ndo foi possivel obter o

conjugado estradiol-DTPA (b).

Face as dificuldades encontradas na sintese do conjugado estradiol-DTPA (b) a partir
do derivado di-anidrido, nomeadamente na abertura do anel, optou-se por uma via de sintese
alternativa utilizando um andalogo tetracarboxilico do DTPA, o DTTA('Bu),. Este analogo (2.24)
estd na forma de éster com os quatro grupos carboxilato protegidos com grupos terc-butilo.
Neste caso a liga¢do a biomolécula ocorre por N-alquilagdo da amina secunddria do DTTA por
ataque nucleofilico de 2.3. Esta via de sintese envolveu duas fases: a sintese do éster terc-
butilico do andlogo do DTTA e a sua posterior conjuga¢ao a biomolécula.

A sintese do éster 2.24, que se encontra descrita no esquema 2.6., foi realizada
segundo uma estratégia descrita por Williams e Rapport para a preparagdo de compostos
semelhantes.”® A bis N-alquilagdo da benzilamina com di-terc-butil-2-

dibromoetiliminodiacetato (2.22) em CH;CN, conduziu a formacdo de 2.23.

Bu‘ooc—\ /—coo‘Bu

COO0'Bu i) N\/\N/\/N
N = ButoOC—/ \—COO0'Bu
B " __cootBu @

2.22 2.23 (45%)
‘ if)
ButOOC—\ /—coo‘Bu
N~
sutooc—" N \—coo'Bu

2.24 (91%)
Esquema 2.6.- Sintese do derivado DTTA('Bu), (2.24).
i) ArCH,NH,, DIPEIA, CHCN, 50 °C, 12h; ii) H2, Pd/C, MeOH, 24h.
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Apds purificagcdo por cromatografia em coluna silica-gel, a benzilamina bisalquilada
2.23 foi caracterizada por espectroscopia multinuclear de RMN de 'H e de *C e por ESI-MS. Da
analise do espectro de RMN de 'H observa-se a campo baixo um multipleto (6=7,19-7,27 ppm)
atribuivel aos protdes aromaticos. De salientar ainda um singuleto (6=3,36 ppm) integrando
para 8 protdes correspondente aos protdes -CH,COO'Bu e dois tripletos (J=7,1 Hz), desviados
para campo mais alto (6=2,57 ppm e 6=2,79 ppm) integrando para 4 protdes cada um,
correspondentes aos protdes -CH,N. O sinal correspondente aos 36 protdes dos grupos terc-
butilo aparece sob a forma de um singuleto desviado para campo alto (1,38 ppm). O espectro
de RMN de C é relativamente simples e é concordante com a estrutura quimica proposta.
Este caracteriza-se por apresentar a campo baixo (6= 170,7 ppm) um sinal correspondente aos
carbonos carbonilo dos quatro grupos -COO'Bu. O sinal das ressonancias dos carbonos
tercidrios (-CH) e quaternario (-C) do anel benzilico surgem entre 126,8-128,8 ppm e 139,5
ppm, respectivamente. A 80,74 ppm aparece um sinal correspondente aos carbonos
quaternarios dos grupos terc-butilicos e entre 51,9 e 59,0 ppm aparecem o0s sinais
correspondentes aos nove carbonos metilénicos. O sinal relativo a ressonancia aos carbonos -
CH; dos grupos terc-butilicos surge desviado para campo alto (28,1 ppm). A observacdo do ido
molecular [M+H]" (m/z 650,4) no espectro de ESI-MS permitiu estabelecer claramente a

estrutura de 2.23.

Apds remocdo do grupo benzilo, por hidrogenacdo catalitica na presenca de Pd/C,
obteve-se o éster terc-butilico 2.24 que foi caracterizado por RMN de 'H e *C apds purificacdo
por cromatografia em coluna de silica-gel. Da analise dos espectros de RMN observou-se o

desaparecimento dos sinais correspondente ao anel benzilico.

Por fim, o conjugado estradiol-DTPA (L1) foi obtido apds N-alquilagdo da amina
secunddaria do DTTA('Bu), 2.24 com o derivado bromado 2.3, seguida de hidrdlise acida para

remocao dos grupos protectores, e redugdo selectiva em C17 (esquema 2.7.).
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Esquema 2.7. Sintese do conjugado L1.

i) DIPEIA, composto 2.3, CH3CN, t.a., 6h; ii) TFA, i-PrsSiH, CHsCl, 12h; iii) NaBH,, EtOH, 0°C, 48h.

A reaccdo de N-alquilacdo de 2.24 com o percursor 16a-bromo-estrona 2.3 ocorreu na
presenca da base N,N-diisopropiletilamina (DIPEIA), obtendo-se o conjugado 2.25 apds
purificagdo por cromatografia em coluna silica-gel. O conjugado 2.25 foi caracterizado por
RMN de 'H e °C e por ESI-MS. Os espectros de RMN s3o relativamente complexos devido a
multiplicidade de sinais na zona do envelope esterdide ndo permitindo a confirmagdo
inequivoca da sua estrutura quimica. Contudo, é possivel observar no espectro de RMN de 'H a
auséncia do sinal relativo aos protdes adjacentes ao atomo de bromo terminal (-CH,Br) do
percursor 16a-bromo-estrona 2.3. A andlise do espectro de ESI-MS, revelando o ido molecular

[M+H]" (m/z 996,7), confirmou a estrutura proposta.

Os grupos protectores em 2.25 foram posteriormente removidos por hidrélise acida,
com TFA, utilizando tri-isopropilsilano (i-Pr;SiH) como scavenger. O progresso da reacgdo foi
seguido por HPLC de fase reversa (RP-HPLC). Apds remogdao do solvente, a mistura foi
redissolvida em EtOH e procedeu-se a redugdo do grupo carbonilo em C17 a hidroxilo
utilizando borohidreto de sédio (NaBH,;) como agente redutor, de forma a promover a redugdo
selectiva do grupo carbonilo em C17 uma vez que a utilizagdo de LiAIH, reduziria
simultaneamente o grupo carboxilico a hidroxilo. O crude resultante foi purificado por coluna
Sep-Pak C;s. O conjugado L1 foi obtido, sob a forma de um pd branco apés liofilizacdo, e
caracterizado pelas técnicas analiticas usuais, RMN *H e de **C, ESI-MS e IV. O espectro de

RMN de 'H de L1 é muito complexo n3o permitindo estabelecer de modo claro a sua estrutura
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quimica. Assim, a sua caracterizagdo por RMN de C e ESI-MS revelou-se fundamental. Na

Figura 2.10. estd representado o espectro de RMN de *C do composto L1.

25
& OH /\ "*
12
ot |
514 5 19 21 COOH

/\

Nk COOH CH,COOH

COOH \

CH c18

150 100 50 [e]

Figura 2.10.- Espectro de RMN de C do conjugado L1 e principais atribuicées (*CD;0D).

Da andlise do espectro de RMN de *C é possivel observar todos os sinais esperados
estando estes de acordo com a estrutura quimica formulada. Observa-se apenas uma
ressonancia a 179,6 ppm relativa aos carbonos carbonilo dos grupos carboxilato. A existéncia
de uma sé ressonancia é indicativa da existéncia de um eixo de rotacdo em torno da amina
terciaria central, conduzindo a uma sobreposicdo dos sinais das ressonancias destes carbonos.
O sinal do carbono C17 aparece desviado para 87,6 ppm, relativamente a 2.27, confirmando a

reducdo da cetona.

A caracteristica mais significativa do espectro de IV de L1 é a presenca de uma banda
devida a vibragdo de extens3o v(C=0) dos grupos carboxilato a 1564 cm™. E esperado um
desvio desta banda aquando da coordenacdo de L1 ao centro metdlico. A observacdo no
espectro de ESI-MS do iZo molecular [M+H]* (m/z 671,4) confirma a estrutura proposta para

L1.

2.2.2.2. Sintese dos conjugados estradiol-DOTA (L2-L4)

Os derivados do DOTA sdo frequentemente utilizados como agentes quelantes
bifuncionais para marcacdo de diversas biomoléculas com radiometais devido as suas
reconhecidas propriedades para formar complexos de elevada estabilidade termodinamica e
cinética com varios iGes metdlicos nomeadamente iGes trivalentes, tais como o In(lll) e o
Ga(I | | ) .93,96,120,136,200,201

No decorrer deste trabalho foram sintetizados trés novos conjugados do tipo estradiol-

DOTA, em que a biomolécula e a unidade quelante estdo separadas por diferentes
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espacadores (L2-L4), para posterior avaliagdo do comportamento radioquimico e bioldgico dos
respectivos complexos de In(lll) e Ga(lll). Para a conjugacdo a biomolécula foi utilizado o
derivado do DOTA, DOsA('Bu);. Nesta molécula, trés das quatro aminas secundarias do anel
cicleno estdo alquiladas regioselectivamente com acetatos de terc-butilo, o que permite a

conjugacao directa e especifica a biomolécula por alquilacdo da amina secundaria livre.

Sintese de L2

O composto L2 é um conjugado estradiol-DOTA, que inclui na sua estrutura um
espacador insaturado de quatro atomos de carbono e foi sintetizado utilizando como
precursor 4-(16’a-estrona)bromobut-2-eno (2.3). O processo de sintese estd esquematizado

sucintamente no esquema 2.8.

O

o COO'Bu
AN i) '///MK\NKK
'///\/\Br —_— LN N\/COOtBU
TBDMSO B
TBDMSO (
COO'Bu
2.3 2.27 (98%)
lii)
OH 0
COOH COOH
@(@'vMN(\NC) iii) /@@WMTNC)
"o (/N\)NVCOOH o LNA\/COOH
HoOC HOOC
L2 (82%) 2.28 (47%)

Esquema 2.8. Sintese do composto L2.

i) DOA('Bu);, K,CO3, CH3CN, 65°C, 24h; ii) TFA, t.a., 12h; iii) NaBH,, EtOH, 4°C, 48h.

O primeiro passo da estratégia de sintese consistiu na N-alquilagdo da amina
secunddria do DOsA('Bu); pelo derivado 2.3 obtendo-se o conjugado 2.27, quantitativamente.
A cinética da reaccdo de conjugacdo foi controlada por RP-HPLC (Tg= 17,03 min). Apds
purificacdo, por cromatografia em coluna de silica-gel, 2.27 foi caracterizado por RMN de 'H e
de *C e por ESI-MS. Os dados espectroscépicos de RMN obtidos estdo consistentes com a
estrutura quimica do composto pretendido. Da analise do espectro de RMN de 'H do
composto 2.27 é possivel observar o aparecimento de varios multipletos entre 2,59 e 3,08
ppm correspondentes aos protdes CH, do anel macrociclico e aos protdes CH,COO'Bu dos
bracos do anel. Observa-se também o desaparecimento do sinal correspondente aos protdes —

CH, adjacentes ao bromo terminal do percursor 2.3 e o aparecimento de um multipleto largo,
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a campo mais baixo e integrando para dois protdes, correspondente ao sinal dos protdes —
CH,N (6=3,27 ppm), o que vem confirmar a conjugacdo da biomolécula ao agente quelante.
Desviados para campo mais alto observam-se os sinais relativos aos 27 protdes dos grupos
terc-butilo sob a forma de um multipleto com um desvio quimico entre 1,38 e 1,48 ppm. No
espectro de RMN de ™C observam-se apenas dois sinais atribuiveis aos carbonos
correspondentes aos trés grupos terc-butilo carboxilato (CH,COO'Bu) a 172,95 ppm e 174,03
ppm, assim como duas ressonancias centradas a 27,77 e 28,13 ppm devidas aos carbonos
metilicos dos mesmos grupos. Este desdobramento do espectro reflecte a existéncia de um
centro de simetria na molécula que passa pelos dtomos de azoto ao qual estd ligada a

biomolécula e pelo atomo de azoto diametralmente oposto.

A andlise por espectrometria de massa em modo positivo é consistente com a
formulac3o proposta para o composto 2.27, sendo de destacar os ides moleculares [M + H]"

(m/z 951,7) e [M+Na]"(m/z 973,8).

Os grupos protectores terc-butilo e TBDMS foram removidos por hidrélise acida, com
acido trifluoroacético (TFA) e apds purificacdo, por coluna Sep-Pak C,s, obteve-se um
conjugado estrona-DOTA 2.28. A reac¢do de hidrdlise foi controlada por andlise por RP-HPLC
de aliquotas da mistura reaccional ao longo do tempo tendo-se observado o aparecimento de
um novo pico e a diminuig¢do sucessiva do pico correspondente ao composto de partida (2.27).
Da anélise dos espectros de RMN de 'H de 2.28 foi possivel observar o desaparecimento dos
sinais correspondentes aos protdes dos grupos protectores e o desvio do sinal dos protdes —

CH;N (6=3,27 ppm) para campo baixo (6= 4,21 ppm).

O ultimo passo consistiu na reducdo selectiva do grupo carbonilo em C17 a hidroxilo
utilizando NaBH, como agente redutor. Apds purificacdo por coluna Sep-Pak C;3 obteve-se o
conjugado estradiol-DOTA L2, sob a forma de um sélido ligeiramente amarelo que foi

caracterizado pelos métodos analiticos usuais (RMN de 'H e °C, ESI-MS, IV e RP-HPLC).

Os espectros de RMN de 'H e de °C, apresentados na Figura 2.11., s3o coerentes com
a estrutura proposta para o conjugado L2. Da analise do espectro de RMN de 'H salienta-se o
aparecimento de um dupleto a 3,28 ppm (J164,175= 7,6Hz) correspondente ao sinal do protdo

H-17a, confirmando a configuragdo 17B-OH esperada.™*
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Figura 2.11.- Espectros de RMN do conjugado L2 e respectivas atribuicdes: (A) "H-RMN, (B) BC-RMN

A redugdo da estrona é também evidenciada no RMN de *C pelo desaparecimento do
sinal a 225,83 ppm, correspondente ao carbonilo em C17, e pelo aparecimento de um sinal a
87,74 ppm atribuivel a0 mesmo carbono. Da anélise do espectro de RMN de “C verifica-se a
existéncia de trés ressonancias relativas aos carbonos carbonilo dos grupos metilcarboxilato,
com desvios quimicos a 179,66 ppm, 179,85 ppm e 179,92 ppm. Este aumento de
complexidade do espectro de RMN de “*C relativamente ao do que foi observado para 2.27,
reflecte a ndo equivaléncia magnética dos carbonos, o que é uma forte indicacdo da presenca
de um grande numero de ligandos topdmeros em solugao. Estas formas topoméricas deverdo
ter uma elevada rigidez interna devido a presenca de ligacdes de hidrogénio entre as formas
protonadas dos dtomos de azoto e dos grupos carboxilatos, o que vai provocar uma diferente

. ~ . . . . 202
orientacdo relativa dos bracos metilcarboxilato do macrociclo.*

A caracteristica mais significativa do espectro de IV de L2 é a presenca de uma banda
devida a vibracdo de extensdo v(C=0) dos grupos carboxilato a 1584 cm™ sendo esperado um

desvio desta banda apds coordenagdo de L2 ao centro metdlico. A analise por ESI-MS em
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modo positivo esta de acordo com a estrutura proposta para o composto L2 sendo de destacar

o0 ido molecular [M+H]" (m/z 671,4).

Sintese de L3

O conjugado L3 é o analogo saturado do conjugado L2 e foi sintetizado em dois passos
sequenciais por N-alquilagdo da amina secunddria do DOsA('Bu); com o percursor 4-(16’a-
estradiol)bromobutano (2.9) seguida de hidrélise acida com TFA, para a remogao dos grupos
terc-butilo (esquema 2.9.). Embora o composto intermedidrio 2.29 ndo tenha sido isolado nem
caracterizado, toda a sequéncia reaccional foi monitorizada por RP-HPLC tendo-se observado,

ao longo do processo, a formacao de alguns produtos secundarios ndo identificados.

OH
COO'Bu
N A/\JAJ/\//
(/N N\/COO’Bu
H

COOtBu

2.9 2.29

ii)

OH
//COOH

n”\/\r1
Y,N NZ_COOH

HO (\)

COCH

3 (9% total)

Esquema 2.9. Sintese do conjugado L3.

i) DOA('Bu);, K,COs3, CH3CN, 65°C, 24h; ii) TFA, t.a., 12h.

O conjugado L3 foi isolado da mistura reaccional por purificacdo cromatografica em
RP-HPLC, tendo sido obtido apds liofilizacdo, sob a forma de um sélido ligeiramente amarelo,
com um baixo rendimento total (9%). Uma vez que o intermediario 2.29 nao foi isolado da
mistura reaccional ndo foi possivel concluir se o baixo rendimento obtido é devido a reac¢do
de conjugacdo ou a hidrélise.

O composto L3 foi caracterizado pelos métodos analiticos usuais em quimica, tais
como RMN de 'H e de ®C, IV, ESI-MS e RP-HPLC, qgue confirmaram inequivocamente a
estrutura molecular do composto. Os espectros de RMN de L3 sdao muito semelhantes ao do

composto L2. Da analise do espectro de RMN de 'H de L3 observa-se o desaparecimento do
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sinal correspondente aos protdes —CH, adjacentes ao bromo terminal do percursor 2.9 (6=
3,41 ppm) e o aparecimento a 4,19 ppm de um multipleto largo, correspondente aos dois
protdes da ligacdo -CH,N o que vem confirmar a conjugacdao da biomolécula ao agente
guelante. Os sinais correspondentes aos protdes CH, do anel macrociclico e aos protdes
CH,COOH dos bracos do anel surgem sob a forma de varios multipletos entre 3,06 e 3,61 ppm.
No espectro de RMN de “C de L3 observam-se todos os sinais esperados estando estes
concordantes com a estrutura quimica formulada. Comparativamente ao espectro de RMN de
B¢ de L2, no espectro de L3 observam-se apenas duas ressonancias relativas aos carbonos
carbonilo dos grupos carboxilato (6= 169,78 ppm e 174,81 ppm) sugerindo a existéncia de um
processo dinamico entre as varias espécies topoméricas coexistentes em solucdo, que ocorre
rapidamente na escala de tempos do RMN. Para além disso, a ndo existéncia de uma ligacdo
insaturada no espacador introduzido na biomolécula contribuiu igualmente para a maior

rapidez deste processo relativamente ao observado para L2.

A caracteristica mais significativa do espectro de IV de L3 é a presenca de uma banda
devida a vibrac3o de extensdo v(C=0) dos grupos carboxilato a 1649 cm™ sendo esperado um
desvio desta banda apds a coordenacdo de L3 ao centro metdlico. No espectro de ESI-MS de L3
o pico de maior intensidade corresponde ao respectivo iZo molecular [M+H]* (m/z 673,6),

como se pode verificar pela andlise do espectro (Figura 2.12.).

OH ot
COOH + 673,6
oG e =
NZ_cooH us
H <N\)
COOH

Ca6HssN4Os
MM 672,4

% [ T L C= P
(. d

Figura 2.12. Espectro de ESI-MS do conjugado L3 (modo positivo).

Sintese de L4

O conjugado L4 é também um derivado estradiol-DOTA, mas que difere dos ligandos
anteriores por apresentar uma configuragdo estereoquimica 16 e um espagador saturado de
seis atomos de carbono. A estratégia adoptada na sintese de L4 foi semelhante a utilizada na

sintese de L2 e L3. O esquema 2.10. ilustra a via sintética seguida.
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Esquema 2.10. Sintese do conjugado L4.
i) DO3A('Bu)s, K,CO3, CH5CN, 65°C, 24h; ii) TFA, t.a., 12h.

O composto L4 foi obtido em dois passos sequenciais. Apds N-alquilacdo da amina
secunddria do DO;A('Bu); com o derivado 6-(16’B-estradiol)bromohexano (2.15) obteve-se o
intermedidrio 2.30. Embora o composto intermediario 2.30 ndo tenha sido isolado nem
caracterizado toda a sequéncia reaccional foi monitorizada por RP-HPLC tendo-se observado,
ao longo do processo, a formagdo de alguns produtos secunddrios, que ndo foram isolados
nem caracterizados. Seguidamente, os grupos terc-butilo foram removidos por hidrdlise acida,
com TFA, obtendo-se o composto L4 apds purificagdo em coluna Sep-Pak Cig utilizando um
gradiente de metanol em 4gua (0->100%). L4 foi obtido com um rendimento total de 33% sob
a forma de um sélido amarelo palido e foi caracterizado pelas técnicas analiticas usuais, que
confirmaram inequivocamente a sua estrutura molecular.

Na Figura 2.13. encontram-se os espectros de RMN 'H e *C do composto L4. Da
anélise do espectro de RMN de 'H de L4 observa-se o aparecimento de um multipleto largo a
4,18 ppm, correspondente aos dois protdes da ligacdo -CH,N e o desaparecimento do sinal
correspondente aos protSes —CH, adjacentes ao bromo terminal do percursor 2.15 (6= 3.34
ppm), o que vem confirmar a conjugacdo da biomolécula ao agente quelante. Entre 2,80 e 3,68
ppm observam-se varios multipletos correspondentes aos protdes CH, do anel macrociclico e
dos CH,COOH dos bracos do anel. No espectro de RMN de *C destacam-se duas ressonancias
relativas ao grupo carboxilato (6= 169,74 ppm e 174,75 ppm) reflectindo a existéncia de um
centro de simetria no anel macrociclico, sugerindo a existéncia de um processo dinamico

rapido entre as varias espécies topoméricas coexistentes em solucgdo.
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Figura 2.13.- Espectros de RMN de L4 e respectivas atribuicdes: (A) 'H-RMN, (B) BC-RMN
(*H,0(CDs0D),;**CD30D, § EtOH).

A caracteristica mais significativa do espectro de IV de L4 é a presenca de uma banda
devida a vibracdo de extensdo v(C=0) dos grupos carboxilato a 1685 cm™ sendo esperado um
desvio desta banda aquando da coordenacdo de L4 ao centro metdlico. No espectro de ESI-MS
de L3 o pico de maior intensidade corresponde ao respectivo ido molecular [M+H]" (m/z 701,7)

o qual estd de acordo com a estrutura proposta.

2.2.2.3. Sintese dos conjugados estradiol-DOTAGA (L5-L6)

O agente quelante DOTAGA é um derivado do DOTA, diferindo deste por possuir num
dos seus bracos um grupo glutarato em vez de um grupo acetato. O grupo carboxilico
suplementar  permite a conjugacdo a biomolécula mantendo o comportamento de
coordenacdo caracteristico do DOTA. Assim, o DOTAGA apés acoplamento a uma biomolécula

pode formar complexos octacoordenados com o In(l11).%32%%2%
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Normalmente, a conjugacao do DOTAGA a uma biomolécula é realizada utilizando o
derivado DOTAGA('Bu), em que quatro dos cinco grupos carboxilato estdo protegidos com
grupos terc-butilo e o grupo remanescente reage de modo especifico com um grupo amina da

biomolécula.>*>?%

A sintese deste tipo de conjugados é no entanto, bastante complexa
envolvendo muitos passos reaccionais e morosos processos de purificacdo cromatografica.
Assim, uma estratégia alternativa que utiliza o anidrido de DOTAGA, facilmente obtido por
reaccdo do DOTAGA com dacido acético, foi recentemente explorada por Bernhard e
colaboradores.””” Esta aproximacdo combina a facilidade de preparagdo e a reactividade de

ligandos que possuem um grupo anidrido com as excelentes caracteristicas quelantes do

DOTA.

Nesta tese descreve-se a sintese de dois novos conjugados estradiol-DOTAGA (L5-L6)
para coordenac¢do ao In(lll). A sintese do conjugado L5 e do seu analogo saturado L6 foi
efectuada por conjugacdo do anidrido de DOTAGA aos percursores alquilamino-estradiol 2.17
e 2.18, respectivamente, sendo a ligacdo da biomolécula ao agente quelante efectuada por
intermédio de uma ligacdo amida. A utilizacdo do anidrido de DOTAGA poderia levar a
formacao de dois isémeros com a ligacdo amida a formar-se através do braco butanoato ou no
braco acetato. Contudo, Bernhard e colaboradores demonstraram através de estudos
espectroscopicos de RMN, que a abertura do anel por um nucledfilo conduz sempre a
formacgao do isdmero em que a fungdo amida estd presente no brago butanoato e ndo no

brago acetato.’”’

A estratégia seguida para a sintese dos conjugados L5 e L6 foi adaptada da abordagem
descrita por Bernhard e colaboradores para conjugacdo a biomoléculas e na sintese de

compostos bimodais®” e esta representada no esquema 2.11.
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Esquema 2.11.-Sintese dos conjugados L5 e L6.
i) NEts, DMF, 70°C, 5h; ii) TFA/CH,Cl, (1:1), t.a., 18h; iii) HCl/MeOH (2:98 (v.v)), t.a., 5h

O primeiro passo da sintese consistiu na conjugacdo dos percursores alquilamino-
estradiol 2.17 e 2.18 ao anidrido de DOTAGA (2.31) em DMF na presenca de um excesso de
trietilamina e a uma temperatura de 70°C. O tempo de reaccdo foi controlado por andlise
cromatografica em RP-HPLC de aliquotas da mistura reaccional. Os compostos 2.32 e 2.33 ndo
foram isolados nem caracterizados tendo apenas sido identificados por andlise de massa
MALDI-TOF. A observacdo no espectro de massa dos ides moleculares 914,6 [M+H]" e 916,6

[M+H]" permitiu estabelecer a estrutura quimica de 2.32 e 2.33, respectivamente.

O ultimo passo da estratégia de sintese consistiu na remoc¢do do grupo TBDMS de 2.32
e de 2.33 por hidrélise acida. Numa primeira fase a hidrélise acida de ambos os compostos foi
efectuada utilizando uma solugcdo metandlica contendo 2% de HCI.>® No caso de 2.33, a
utilizacdo desta solugcdo para a remocdo do grupo TBDMS foi bem sucedida conduzindo a
formacdo do composto pretendido. Mas no caso de 2.32, apds purificacdo da mistura por RP-
HPLC preparativo, a analise de massa MALDI-TOF indicou que nenhuma das fracg¢des eluidas da

coluna correspondia ao composto pretendido. A reduzida quantidade de espécies formadas
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ndo permitiram a sua posterior caracterizacdo por outras técnicas espectroscopicas. Optou-se
entdo, por uma via de hidrélise alternativa, removendo o grupo TBDMS com TFA. Ambos os
conjugados L5 e L6 foram obtidos sob a forma de um pd ligeiramente amarelado apds
purificacdo numa coluna Sep-Pak Cy5 utilizando como eluente um gradiente de metanol em
agua. Os compostos L5 e L6 foram caracterizados pelas técnicas analiticas usuais (RMN de 'H,

RMN de 3C, IV e ESI-MS).

Apesar da complexidade dos espectros de RMN de 'H e de °C, devido a grande
multiplicidade de sinais, da comparacdo dos espectros de L5 e L6 com os espectros dos
respectivos percursores 2.17 e 2.18 destaca-se entre 2,75 e 3,82 ppm o aparecimento de
varios multipletos adicionais atribuiveis aos protdes CH, do anel macrociclico e dos bracos do
anel. Os restantes protdes metilénicos sobrepdem-se com os do envelope esterdide. Observa-
se igualmente o desaparecimento dos sinais correspondentes aos protées do grupo TBDMS
confirmando a hidrdlise. Da anélise dos espectros de RMN de *C evidenciam-se os sinais
correspondentes aos carbonos carbonilo (-COOH) que surgem com desvios quimicos a 170,6 e

174,6 ppmem L5 e 174,8 ppm em L6.

A caracteristica mais significativa do espectro de IV de L5 e L6 é a presenga de uma
banda devida a vibracdo de extensdo v(C=0) dos grupos carboxilato a 1649 cm™ (L5) e 1639
cm™ (L6). E esperado um desvio desta banda apds coordenac¢do dos compostos L5 e L6 ao
metal. Nos espectros de ESI-MS os picos de maior intensidade correspondem aos respectivos
ides moleculares [M+H]" m/z 800,6 (L5) e m/z 802,6 (L6) permitindo elucidar a estrutura

guimica dos conjugados de estradiol.

A titulo de exemplo, na Figura 2.14. estd representado, o espectro de ESI-MS do

conjugado L5.

800,6

COOH
OH o (N/\,
N COOH
20 2N N J
N N
HO@iSjj H)\Hgo\c/l\/ coon
C41He1N501; 822,6
MM= 799,45

Figura 2.14.- Espectro de ESI-MS do conjugado L5 (modo positivo).
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2.2.2.4. Sintese do conjugado estradiol-NODAGA (L7)

De entre os varios agentes quelantes bifuncionais que tém sido propostos para
coordenacdo ao Ga(lll) destacam-se os ligandos macrociclicos do tipo triaza, tais como o NOTA
e o NODAGA, que conduzem a formagdo de complexos metdlicos termodinamicamente
bastante estaveis. O NOTA é um ligando poliaminopolicarboxilato do tipo N3;O; derivado do
1,4,7-triazaciclononano que tem a capacidade de coordenar o Ga(lll) formando complexos
hexacoordenados. O NODAGA é um derivado do NOTA caracterizado por possuir uma funcdo
carboxilica suplementar que é utilizada na conjugacdo a biomolécula. Tendo em consideracdo
gue os conjugados derivados do NOTA se tém revelado como sendo dos mais apropriados para

a preparacdo de complexos de Ga(lll) com possivel aplicacdo clinica®™**

, sintetizou-se um novo
conjugado estradiol-NODAGA (L7) para posterior avaliagdo do comportamento biolégico do

respectivo complexo de Ga(lll).

Para a conjugac3o a biomolécula foi utilizado o NODAGA('Bu); um agente pré-quelante
que foi sintetizado segundo uma estratégia de sintese alternativa a desenvolvida por Maecke e

colaboradores.?®2%>20¢

A abordagem descrita por estes autores inclui trés passos de sintese,
nomeadamente a mono-alquilacdo do 1,4,7-triazaciclononano com um acido dicarboxilico,
ortogonalmente protegido, seguida de N-alquilagdo com bromoacetato de terc-butilo e
subsequente desprotecgdo selectiva do grupo benzilo. Esta estratégia apresenta, no entanto,
alguns inconvenientes devido a formagao de espécies secunddrias durante as reacgdes de
alquilagio e que sdo responsdveis pelo baixo rendimento total obtido (21%).*
Resumidamente, a alquilagdo do 1,4,7-triazaciclononano conduz, mesmo apds optimizagao das
condigdes reaccionais, a uma mistura de produtos mono- e bisalquilados, numa razao de 3:1,
que tém de ser separados por cromatografia em coluna. Por outro lado, durante a alquilagdo
da espécie mono-alquilada com bromoacetato de terc-butilo os autores observaram sempre

alquilagdo multipla com a obtencdo de um sal de amina quaternario, inclusivamente quando a

~ . . 2
reaccdo era conduzida a baixas temperaturas.”®

Na tentativa de utilizar uma via de sintese mais expedita para preparar NODAGA('Bu);
e tirando partido do facto de um derivado do NOTA selectivamente protegido (NO,A(‘Bu),,
2.36) se encontrar disponivel comercialmente, desenvolvemos uma estratégia alternativa que
tem como principais vantagens a elimina¢do de uma das etapas de sintese, nomeadamente a
N-alquilagdo com o bromoacetato de terc-butilo o que se traduz num aumento considerdvel do
rendimento total da sintese para 53%. Assim, o NODAGA('Bu); foi sintetizado em apenas dois
passos, designadamente a mono-alquilagdo do NO,A('Bu), e a desproteccdo do grupo benzilo.
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Além de reduzir um dos passos da via de sintese, a vantagem da utilizacdo do derivado do
NOTA selectivamente protegido permite obter apenas a espécie mono-alquilada o que facilita
o processo de purificacdo, conduzindo a obtencdo do derivado mono-alquilado do NO,A(‘Bu),
(2.37) com um bom rendimento (n=76%). A estratégia seguida na sintese do NODAGA('Bu);

estd representada no esquema 2.12.
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1]
COO'Bu
2.37
Y
COO'Bu COO'Bu
r
£ ’ S
NN\cooBu T 2N N coolsu
o
CO0'Bu\_COOH 008y o
2.39 (70%) 2.38 (76%)

Esquema 2.12.- Sintese do pré-quelante NODAGA('Bu); (2.39).
i) NaBr, HBr 1IN, NaNO, H,50, 0°C, 3h; ii) TBTA, BF;O0Et, ciclo-hexano, CHCl;, DMA, t.a., 72h; iii)
NO,A('Bu),, K,CO3, CH3CN, t.a., 48h; iv) H,, Pd/C, isopropanol, 24h.

Resumidamente, a sintese do NODAGA('Bu); iniciou-se com a preparacdo de um acido
dicarboxilico ortogonalmente protegido (2.43), que foi sintetizado segundo a estratégia

descrita na literatura por Macke.”®

Assim, a halogenacdo do glutamato de benzilo (2.34),
comercialmente disponivel, com brometo de sédio (NaBr) conduziu a formagdo de acido 5-
(benziloxi)-2-bromo-5-oxipentanoicoa (2.35) que foi isolado apds cromatografia em coluna
utilizando como eluente uma mistura de n-hexano/EtOAc. Seguidamente a funcdo carboxilica
em 2.35 foi protegida com um grupo terc-butilo por reac¢do com terc-butiltricloroacetimidato
na presenca de quantidades cataliticas de eterato de trifluoreto de boro obtendo-se o
composto 2.36 apds purificagdo por cromatografia em coluna. A andlise dos compostos 2.35 e
2.36 por RMN de 'H mostrou-se consistente com a sua estrutura estando os dados
espectroscopicos coerentes com os referidos na literatura.’> No espectro de RMN de 'H de
2.35 é possivel observar na zona dos aromaticos (6-9 ppm) um multipleto correspondente aos

5 protdes do anel benzilico (Bz). A 5,12 ppm e a 4,38 ppm observa-se um singuleto,

correspondente aos 2 protdes CH,-Bz, e um duplo dupleto associado ao protdao CH,
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respectivamente. Desviado para campo mais alto, observa-se a existéncia de um tripleto (6=
2,59 ppm) e um multipleto (6=2,25-2,47 ppm) atribuiveis aos restantes grupos CH,. O espectro
de RMN de 'H de 2.36 é idéntico ao de 2.35, com excepc¢do de um singuleto correspondente

aos nove protdes do grupo terc-butilo (6= 1,46 ppm).

A N-alquilagdo de NO,A('Bu), (2.37) com o &cido dicarboxilico 2.36 conduziu a
formacdo do derivado 2.38, ortogonalmente protegido, que apds hidrogenacdo catalitica na
presenca de Pd/C para remocdo selectiva do grupo benzilico, originou o agente pré-quelante
mono-desprotegido NODAGA('Bu); (2.39). Os compostos 2.38 e 2.39 foram caracterizados por
RMN (*H e C) estando os dados espectrométricos de acordo com as estruturas quimicas
propostas. O espectro de RMN de 'H de 2.38 quando comparado com o espectro de 2.36,
mostrou varios multipletos entre 1,63 ppm e 3,10 ppm correspondentes aos protées CH, da
unidade macrociclica e um singuleto a 1,42 ppm integrando 18 protdes, atribuivel aos protées
do grupo terc-butilo. Dos dados obtidos por RMN de **C salienta-se a existéncia de trés sinais
entre 171,5 ppm e 172,7 ppm correspondentes aos trés grupos carbonilo. O espectro de RMN
de 'H de 2.39 é semelhante ao de 2.38 & excepcdo da auséncia do sinal dos protdes aromaticos

do anel benzilico confirmando a sua remocao.

Entre as varias técnicas descritas para o acoplamento de ligandos bifuncionais a
biomoléculas uma das mais utilizadas tem sido a conjugacdo de um éster activado (e.g. N-
hidroxisuccinimida) a uma amina primaria, presente na biomolécula, através de uma ligacdo
amida. Assim, o acoplamento do NODAGA('Bu); ao derivado do estradiol 2.18, ilustrado no
esquema 2.13., foi realizado apds activacdo da funcdo carboxilica de 2.39 com N-
hidroxisuccinimida em CH,Cl,, na presenca de 1-etil-3-(dimetilaminopropil)carbodiamida (EDC).
A andlise por ESI-MS em modo positivo permitiu identificar o pico correspondente ao ido
molecular [M+H]+ (m/z 641,5) o que esta de acordo com a estrutura proposta para o éster
activado 2.40, ndo se procedendo a sua purificagdo. A conjugacdo de 2.40 ao percursor 2.18
seguida da remocdo dos grupos protectores TBDMS e terc-butilo conduziu a formagdo do

conjugado L7.
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Esquema 2.13.- Sintese do conjugado L7.
i)JNHS, EDC, CH,Cl,, t.a., 24h; ii) composto 2.18, NEt;, DMF, t.a., 48h; iii) i-Pr;SiH TFA/CH,CI, (1:1), t.a.,
12h.

O éster activado 2.40 reagiu com a amina primaria do percursor 16a-alquilamina 2.18
na presenca de trietilamina, obtendo-se o conjugado estradiol-NODAGA('Bu); (2.41) que n3o
foi isolado nem caracterizado. Finalmente, o conjugado L7 foi obtido apds hidrélise acida dos
grupos protectores com TFA na presenca de i-Pr;SiH seguida de purificacdo por Sep-Pak Cig,
utilizando um gradiente de H,0/MeOH como eluente. Apés liofilizacdo, o composto L7 obteve-
se como um pdé amarelado, soluvel na maioria dos solventes organicos. Seguindo a mesma
estratégia de sintese tentamos também sintetizar o andlogo insaturado de L7 utilizando a
biomolécula 2.17 contudo, apds a reac¢ao de conjugacdo do éster activado 2.39 ao precursor
2.17, verificou-se pelas técnicas analiticas de caracterizagao que ndo se obtivera o conjugado

pretendido.

Quando comparado com o espectro de RMN de 'H de 2.18, a andlise do espectro de L7

revelou a auséncia do sinal a 2,69 ppm correspondente aos protdes —CH,NH,. E possivel
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observar também o aparecimento de varios multipletos entre 2,99 e 3,71 ppm
correspondentes aos protdes CH, da estrutura macrociclica e o desaparecimento dos sinais
dos protdes dos grupos terc-butilo. O padrio de desdobramento do espectro de RMN de *C
de L7 estd de acordo com a estrutura quimica formulada. Os sinais dos grupos carbonilo
surgem com desvios quimicos de 175,1 ppm e de 175,2 ppm, sugerindo a existéncia de um
eixo de simetria no anel do macrociclo. A estrutura quimica foi também confirmada por ESI-MS
no modo negativo pela observagdo do ido molecular [M-H] (m/z= 699,5). A caracteristica mais
significativa do espectro de IV de L7 é a presenca de uma banda devida a vibracdo de extensao
v(C=0) dos grupos carboxilato a 1637 cm™. E esperado um desvio desta banda aquando da

coordenacdo do composto L7 ao metal.

2.3. Sintese e Caracterizacao de Complexos de In(lll) e Ga (lll)

111
In

Neste subcapitulo descreve-se a sintese e caracterizagdo dos complexos de In/ e

Ga/*’Ga estabilizados pelos conjugados de estradiol L1-L7 sintetizados na sec¢do 2.2.2.

2.3.1 Complexos inactivos de In(lll) (InL1-InL6)e Ga(lll) (GalL2 e GalL7?)

Os conjugados estradiol-DTPA (L1), estradiol-DOTA (L2-L4) e estradiol-DOTAGA (L5-L6)
foram utilizados para estabilizar o In(lll) enquanto que para a coordenagdo ao Ga(lll) foram
utilizados os conjugados estradiol-DOTA (L2) e estradiol-NODAGA (L7). Estes complexos
inactivos foram sintetizados com a dupla finalidade de confirmar a identidade dos respectivos

congéneres radioactivos e de determinar a afinidade de ligagdo aos receptores de estrogénio.

2.3.1.1. Sintese dos Complexos InL1-InL6, Gal2 e GalL7

A sintese dos complexos de In e Ga inactivos foi baseada em estratégias de sintese
descritas na literatura para a coordenagdo de ligandos do tipo DTPA, DOTA, DOTAGA e
NODAGA aos metais In(lll) e Ga(lll).>***>***?'% A capacidade de coordenacdo destes agentes
quelantes aos ides trivalentes de In e Ga é muito influenciada pelo valor de pH. Embora a
velocidade da reac¢do de complexacdo aumente em fun¢do do aumento do valor de pH,
valores de pH superiores a 6 condicionam o rendimento da reaccdao, uma vez que favorecem a

79

formacdo de espécies insoluveis, tais como hidréxidos de In ou de Ga.” Os estudos
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desenvolvidos por varios grupos de investigacdo determinaram que o valor de pH éptimo para
a coordenacdo ao In(lll) e Ga(lll) por agentes quelantes do tipo DTPA, DOTA e NOTA varia entre

4e 6.93'135

Complexos de Indio

Os complexos de indio foram obtidos por reac¢cdo dos conjugados de estradiol com
InCl3, a pH 5. A temperatura e o tempo de reac¢do variaram em funcdo da unidade quelante
presente na estrutura do conjugado de estradiol. Uma vez que os compostos que contém na
sua estrutura unidades quelantes aciclicas possuem, em geral, uma cinética de ligacdo ao
metal mais rapida, estudou-se a reac¢do do tricloreto de indio (InCl;) com o conjugado

estradiol-DTPA, L1, a temperatura ambiente.*®

No entanto, compostos contendo na sua
estrutura unidades quelantes macrociclicas, tais como o DOTA ou seus derivados, apresentam
uma cinética de coordenac¢do mais lenta. Por essa razdo, a sua reac¢ao de complexagdo com o
indio requer temperaturas mais elevadas.’® Assim, a reacgdo com os conjugados estradiol-
DOTA, L2-L4, e estradiol-DOTAGA, L5-L6, foi estudada a 95 °C. Na tabela 2.1. encontram-se

descritas as condi¢Oes experimentais utilizadas na sintese dos complexos InL1-InL6.
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Tabela 2.1.- CondigGes experimentais utilizadas na sintese dos complexos de In estabilizados por L1-L6 e

respectivos rendimentos de reacgao.

Ligando

CondigOes Experimentais
Complexo
(solvente, pH, temperatura, tempo de reac¢do)

L1

OH (\N/\/
/O (o]
N[
H,0, pH 5, t.a., 30 min HO L/

° InL1
n=71,3%

L2

OH

/@i@//\/;,\’:\;\l})
Hzo, pH 5, 950(:, 2h HO // \

)
PR lo|an

n=54,7%

L3

H,0, pH 5, 95°C, 2h VAN
20, p HO \/\:\l\

L4

ﬁN:i
(N\Ir{/)
H,0, pH 5, 95°C, 2h HO 27 R’,\‘:\L
NS
o

n=57,1%

LS

OH /Y

o [N\ [ o

Tamp3o acetato de sédio 0,4M pH 5, 95°C, 2h /(D:Si&/\’\u)‘\/l"ﬁ//ﬁ
HO 0Ny ;%/])

° InL5
n=50,4%

L6

Tamp3o acetato de sédio 0,4M pH 5, 95°C, 2h )@(@ 25N )L/D\’//
\/

n=43,8%

InL6

O complexo InL1 foi obtido por reac¢do do estradiol-DTPA (L1) com InCl; numa relagdo

equimolar, a pH 5 e a temperatura ambiente, tendo sido observada a formagdo de um

precipitado, apds 30 min de reacgdo. Os complexos InL2, InL3 e InL4 foram obtidos por

reac¢ao dos conjugados estradiol-DOTA L2-L4, em agua, com InCl; numa relagao molar de 1:3

(L:M), a pH 5. Os complexos pretendidos foram obtidos sob a forma de um precipitado que se

formou apéds 2h a 95 °C. Os complexos InL5 e InL6 foram obtidos apds reac¢do dos ligandos

estradiol-DOTAGA (L5 e L6) com InCl; numa relagdo equimolar em solugdo de tampdo acetato

0,4 M (pH 5) tendo-se formado um precipitado apds 2h de reaccdo a temperatura de 95 °C. Os
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sais formados e o InCl; remanescente foram removidos por lavagem do precipitado com agua.
A sintese de InL5 e InL6 foi também estudada em dgua tendo-se, contudo, verificado que a
utilizacdo de tampado acetato 0,4M (pH 5) conduzia a rendimentos superiores, uma vez que se
observou que os conjugados L5 e L6 ndo eram completamente sollveis em dgua.

Os complexos sintetizados foram depois caracterizados pelas técnicas analiticas usuais
em quimica tais como, RMN *H e °C, IV e ESI-MS.

Todos os complexos de In foram obtidos, apds liofilizacdo, sob a forma de sdélidos
ligeiramente acastanhados e com rendimentos que variaram entre 43 e 71%. Todos os
complexos mostraram ser insolliveis na maioria dos solventes organicos e parcialmente

soltiveis em DMSO.

Complexos de Gdlio

Os complexos de gélio, GalL2 e GaL7 foram obtidos por reac¢do dos ligandos estradiol-
DOTA (L2) e estradiol-NODAGA (L7) em solugdo aquosa ou numa solucdo tampdo acetato 0,4
M (pH 5), com nitrato de gélio, Ga(NOs); numa relacdo molar de 1:3 (L:M), de acordo com
estratégias descritas na literatura para outros conjugados.”*>**® Em ambos os casos, apds 2h
de agitacdo a 95°C formaram-se precipitados. Os sais formados e o Ga(NO;); em excesso foram
removidos por lavagem com agua.

Na tabela 2.2. encontram-se descritas as condi¢gdes experimentais utilizadas da sintese

dos complexos de Ga, Gal2 e Gal7.

Tabela 2.2.- Condigdes experimentais utilizadas na sintese dos complexos de Ga estabilizados por L2 e

L7, e respectivos rendimentos de reacgao.

CondigGes experimentais
Ligando Complexo
(solvente, pH, temperatura, tempo de reacgdo)

X
L2 H,0, pH 5, 95°C, 2h Ho o({N ?E\NLCOOH
o Gal2
n=56%
OH o]
HT‘/\/EO\ 0
N -
« . @5:5/&» Y
L7 Tampéo acetato de sédio 0,4M, pH 5, 95°C, 2h HO o O
° GalL7
n=33,3%
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Os complexos de Gal2 e GalL7 foram obtidos, apds liofilizacao, sob a forma de sélidos
ligeiramente acastanhados e com rendimentos de 56% e 33,3%, respectivamente.
Contrariamente ao complexo Gal7, solivel em metanol, o complexo Gal2 mostrou ser

insoluvel na maioria dos solventes organicos e parcialmente solivel em DMSO.

2.3.1.2. Caracterizacdao dos complexos InL1-InL6, GaL2 e GalL?7

A caracterizacdo dos complexos de In e Ga foi feita, sempre que possivel, por
espectroscopia multinuclear de RMN de 'H e de 3C, espectroscopia de IV e espectrometria de
massa ESI-MS. Tal como referido anteriormente, os complexos de In e Ga apresentam elevada
insolubilidade na maioria dos solventes organicos e limitada solubilidade em DMSO. Contudo,
todos os complexos foram analisados por RMN de 'H utilizando DMSO-d6 como solvente de
referéncia. Os complexos, InL1, InL2, InL6 e GalL2, foram também caracterizados por RMN de
13C. A complexidade dos espectros de RMN de *H, aliada @ ma resolucdo dos espectros de RMN
de C para os restantes complexos de In e Ga, dificultou a sua caracterizagdo inequivoca por
esta técnica analitica. No entanto, foi possivel identificar os sinais mais relevantes. Os
resultados obtidos através dos espectros de IV e ESI-MS permitiram complementar a

caracterizagdo dos complexos.

De um modo geral, nos espectros de RMN de 'H dos complexos InL1-InL6, Gal2 e
Gal7, é possivel observar, em todos os espectros, varios multipletos relativos aos protdes CH,
do anel macrociclico e dos protdes metilcarboxilato, alguns dos quais sobrepostos com o sinal
do solvente, assim como varios multipletos correspondentes aos protdes do envelope

esteroide.

Nas Figuras 2.15. e 2.16., s30 apresentados os espectros de RMN de 'H dos complexos

InL2 e GalL2, como exemplo geral da caracterizacdo dos complexos de In e Ga por esta técnica.
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Figura 2.15.- Espectro de RMN de 'H do complexo InL2 e respectivas atribuicbes. (*H,0(DMSO-
d6); **DMSO-d6)

No espectro de RMN de *H de InL2, observa-se a campo mais baixo, dois dupletos e um
duplo dupleto com desvios quimicos a 7,03 ppm, 6,41 ppm e 6,49 ppm, correspondentes aos
protdes H1, H4 e H2, respectivamente. O sinal dos protdes CH=CH, aparece sob a forma de um
multipleto entre 5,57 e 5,70 ppm. Entre 2,67 e 3,19 ppm observa-se a existéncia de varios
multipletos atribuiveis aos protdes CH, da molécula macrociclica, desviados para campo mais
alto relativamente ao ligando livre L2 (2,98- 4,23 ppm, ver Figura 2.10), o que é indicativo da
coordenagdo de L2 ao In(lll). Entre 1,10 e 2,26 ppm aparecem os sinais correspondentes ao
envelope esterdide e aos protdes CH, da cadeia do espagador. Por fim observa-se um singuleto
a 0,67 ppm atribuivel aos 3 protdes metilénicos CHs. Este valor esta de acordo com o descrito

na literatura para a caracterizacdo de moléculas derivadas de estradiol utilizando DMSO-d6.”**

‘ |
8 CH,3 CH,CO0 |
%3 H2 4 ‘ ‘\ CH;

CH CH,COOH “

CH-22

OH

H-2, H-4

i CH=CH f
il =0t

Figura 2.16.- Espectro de RMN de 'H do complexo Gal2 e respectivas atribuigbées (*H,0(DMSO-
d6); **DMSO-d6).

No espectro de RMN de 'H do complexo de Gal2, tal como no espectro de InL2,

observam-se vdrios multipletos, entre 2,67 e 3,50 ppm, atribuiveis aos protées CH, do anel
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macrociclico e aos protdes metilcarboxilato, que se encontram desviados para campo mais
alto relativamente ao ligando L2. Esta observacao é indicativa da coordenacdo de L2 ao metal.
Ao contrario dos espectros de RMN de L2 e InL2, é possivel identificar também, os sinais
atribuiveis aos protdes hidroxilo presentes em C3 e C17, com desvios quimicos de 8,99 ppm e
4,60 ppm, respectivamente. A 0,68 ppm aparece um singuleto, correspondente aos trés
protdes metilicos (CH;). Estes valores estdo de acordo com o descrito na literatura para a

caracterizacdo de moléculas de estradiol utilizando DMSO-d6.2"*

Nas Figuras 2.17. e 2.18. s3o apresentados os espectros de RMN de *C dos complexos
InL1 e InL2 em DMSO-d6, como exemplo geral da caracterizacdo dos complexos por esta

técnica.

Cl6
C23/c24 (4C)

c20/C21

c25(4c) €22 acH
>

~
ca /cz c17 A CHFL\ A

c20/C21
Cc1
cs C10

C18

PPpmM (1) 150 100 50 o

Figura 2.17.- Espectro de RMIN de BCdo complexo InL1 e respectivas atribuicées. (*DMSO-d6)

c20/c21 3CH

CH
CH,COOH fL\
c17 .22

c20/c21

| 6CH, c18
c1o C1

T T T T T T T T T T T T T T
ppMm (t1) 150 100 50 o

Figura 2.18. Espectro de RMN de Bcdo complexo InL2 e respectivas atribuicées. (*DMSO-d6)

De um modo geral, a caracteristica mais relevante nos espectros de RMN de C é a
observacdo de um desvio para campo mais alto da ressonancia relativa ao sinal do carbono

carbonilo (C=0) relativamente ao desvio quimico dos ligandos livres, consequéncia da
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coordenacdo ao metal. Um efeito similar foi também observado para o sinal relativo aos

carbonos CH,-carboxilato que se encontra também deslocado para campo mais alto.

No caso do espectro do complexo InL1, e ao contrario do observado no RMN de *C de
L1 (ver Figura 2.10.), verifica-se um desdobramento dos sinais correspondentes do carbono
carbonilo, observando-se trés ressonancias com desvios quimicos a 171,5 ppm, 171,9 ppm e
172,7 ppm devido a existéncia de uma maior rigidez da molécula. A ndo equivaléncia
magnética destes carbonos, que nao era observado no ligando L1 (6= 179,6 ppm), é outro
indicativo da coordenacgdo de L1 ao metal. Verifica-se também um desdobramento de sinais
correspondentes aos carbonos metilcarboxilato observando-se dois sinais com desvios
quimicos de 61,14 ppm e 63,54 ppm. Em L1 apenas se observara um sinal (6= 61,28 ppm) o

qgue vem confirmar a coordenacdo de L1 ao In.

Relativamente ao espectro de RMN do complexo InL2, as principais diferencas entre os
espectros de RMN de *C de InL2 e L2 (ver Figura 2.11.) est3o relacionadas com o sinal das
ressonancias correspondentes ao grupo carboxilato (C=0) e aos carbonos do grupo
metilcarboxilato (CH,COO-). No espectro do complexo InL2 apenas de observam duas
ressonancias com desvios quimicos a 170,9 e 171,4 ppm, apds coordenagao de L2 ao metal,
enquanto no espectro do ligando se observavam trés (179,66 ppm, 179,84 ppm e 179,92
ppm). Esta observagdo podera estar relacionada com o facto de a ligagdo entre a cavidade
macrociclica e o metal, conferir uma maior rigidez a estrutura. A 58,30 ppm aparece um sinal
largo, correspondente ao carbono metilcarboxilato que se encontra desviado para campo mais

baixo relativamente a L2 (6= 56,02 ppm e 57, 36 ppm), apds coordenacdo ao In.

A caracterizacdo dos complexos por espectroscopia de IV foi efectuada utilizando
amostras preparadas em pastilhas de KBr. Nestes espectros a caracteristica mais importante é
a presenca de uma banda intensa que aparece na regido 1580-1700 cm™, associada a vibracdo
de extensdo v(C=0) dos grupos carboxilato do macrociclo, bem como uma banda larga na
regido 3200-3600 cm™, correspondente ao grupo hidroxilo da molécula do estradiol. Como
seria expectdvel, os grupos carboxilato participam na coordenacdo do ligando ao metal, pelo
que apods coordenacgdo, as bandas de extensdo v(C=0) sdo desviadas relativamente as do
ligando livre. Na Figura 2.19. s3o apresentados, a titulo de exemplo, os espectros de IV dos

complexos InL2 e GaL2 em comparagdo com o espectro de IV do ligando livre L2.
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Figura 2.19.- Espectros de 1V dos complexos InL2 e Gal2 e do ligando L2 ( KBr).

Da analise dos espectros dos complexos InL2 e Gal2, observa-se um desvio na banda

de vibragdo de extensdo v(C=0) para frequéncias superiores, em comparag¢do com o ligando L2

(1584 cm™) confirmando a coordenacdo do ligando ao metal. No caso do complexo InL2, o

desvio foi de 71 cm™ relativamente ao L2. No caso do espectro de IV do complexo Gal2

observam-se dois sinais na banda de vibragdo de extensdo v(C=0) a 1662 cm™ (com um desvio

de 78 cm™ relativamente a L2) e 1583 cm™, atribuiveis aos grupos carboxilato coordenados e

nao coordenados, respectivamente.

Nos espectros de IV dos restantes complexos, observou-se igualmente um desvio, para

frequéncias superiores, da banda de vibracdo de extensdo v(C=0) apds coordenagdo dos

ligandos L2-L7 aos metais. Na tabela 2.3. encontram-se os sinais obtidos com os complexos

InL1-InL6 e Gal2 no espectro de IV.
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Tabela 2.3.- Caracterizagdo dos complexos InL1-InL6 e Gal2 por espectroscopia de IV.

Complexo v Desvio relativo ao ligando

InL1 1627 (s, Veoo); Avco (L4) =36 cm™
3418 (b, Vou)

InL2 1655 (s, Veoo); Avco (L1) =71 cm™
3420 (b, VOH)

InL3 1669 (s, Vcoo); Avco (L2) =20 cm™
3446 (b, Vou)

InL4 1636 (s, Veoo); Avco (L3) =49 cm™

3525 (b, VOH)

InL5 1620 (s, Veoo); Avco (L5) =19 cm™
3427 (b, vou)

InL6 1620 (s, Veoo); Avco (L6) =17 cm™
3435 (b, vou)

Gal2 1583 (s, Veoo); Avco (L1)=78 cm™*
1662 (br, cho),'
3421 (b, vou)

Por espectrometria de massa foi possivel confirmar a formacgdo dos complexos de InL1-
InL6, Gal2 e Gal7 pretendidos. Nos espectros ESI-MS identificaram-se o0s picos
correspondentes aos ides moleculares dos respectivos complexos, que apresentavam um
desdobramento compativel com o esperado teoricamente. Na tabela 2.4. apresentam-se os
valores de m/z obtidos experimentalmente para os complexos InL1-InL6, GalL2 e Gal7

comparativamente aos valores tedricos.
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Tabela 2.4.- Caracterizagdo dos complexos de InL1-InL6, GalLl e Gal7 por ESI-MS.

ESI-MS
Complexo
Experimental Tedrico
InL1 m/z 770,4 [M] m/z 770,2 [M]
InL2 m/z 783,4 [M+H]" m/z 783,3 [M+H]"
m/z 805,4 [M+Na]" m/z 805,3 [M+Na]"
m/z 821,4 [M+K]" m/z 821,3 [M+K]*
InL3 m/z 819, 5 [M+CI] m/z 819, 3 [M+CI]
m/z 863,6 [M+Br]’ m/z 863,2 [M+Br]
InL4 m/z 835,6 [M+Na]" m/z 835,3 [M+Na]’
InL5 m/z 910,6 [M]’ m/z 910,3 [M]’
InL6 m/z 912,7 [M] m/z 912,8 [M]’
Gal2 m/z 737,5 [M]" m/z 737,3 [M]*
m/z 759,4 [M+Na-H]* m/z 759,3 [M+Na-H]"
GalL7 m/z 789,6 [M + Na]* m/z 789,8 [M + Nal+

A distribuicdo isotdpica observada nos espectros de massa estd de acordo com a

distribuicdo isotépica dos metais de In e Ga.

Na Figura 2.20, é apresentado, a titulo de exemplo, o espectro de ESI-MS obtido em
modo negativo para o complexo InL5. O espectro apresenta um pico maioritario a m/z=910,6
com carga -1 ([M]’), correspondente ao ido molecular para este composto (Figura 2.20-A). Este
pico apresenta uma distribuicdo isotdpica (Figura 2.20-B) que é concordante com a formulagdo
proposta para o complexo como se pode confirmar com a simulagdo da respectiva série

isotdpica representada na Figura 2.20-C
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Figura 2.20.- (A) Espectro ESI-MS do complexo InL5 (modo negativo);, (B) expansdGo do pico

correspondente ao [M] ; (C) simulagdo da série isotdpica do ido molecular [M] .

Concluindo, o conjunto dos resultados obtidos, pelas diversas técnicas de
caracterizacdo analitica, permitiram demonstrar a formacdo dos complexos de In e/ou Ga com

os ligandos L1-L7.

2.3.2. Complexos de *'Ine ’Ga

Na sintese de complexos radioactivos para potencial aplicagao clinica, para além dos
requisitos inerentes a finalidade dessa aplicacdo, é necessario ter em consideragao as
caracteristicas particulares conferidas pela presenca de cada radionuclideo o qual determina
as condigBes experimentais da reac¢do de marcagao, tais como: concentra¢do de ligando, pH,

111
¥Ga com

a temperatura e o tempo de reacgdo.”® Assim, no caso de complexos de
conjugados de estradiol dirigidos ao RE é necessario preparar um complexo radioactivo em
meio aquoso, com elevada actividade especifica. De modo a evitar a saturagdo dos receptores,
é importante que a quantidade de ligando livre em circulacdo seja a menor possivel. Para
garantir este requisito, a concentracdao do conjugado de estradiol a marcar deve ser muito

baixa pois quanto menor for a concentracdo de ligando maior serd a actividade especifica do

complexo radioactivo. Eventualmente se tal ndo for possivel, poderd recorrer-se, apds
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marcacao, a separacao do excesso de ligando ndo marcado. O complexo radioactivo deve
também manter a especificidade para o receptor e possuir propriedades fisico-quimicas
adequadas para atravessar as membranas celular e nuclear, de modo a garantir a possibilidade

de interacgdo com o receptor.

Relativamente aos radionuclideos I

n e “’Ga, a principal limitagdo na sintese dos
respectivos complexos relaciona-se com o controlo do valor de pH, como ja foi referido
anteriormente. Valores de pH inferiores a 4 ou superiores a 6 podem condicionar a
coordenacdo dos ligandos ao metal podendo ocorrer hidrélise que conduz a formagdo de

" ou *’Ga. E por isso

espécies radioquimicas insolUveis como por exemplo, hidréxidos de
recomendado utilizar solu¢des tampao acetato de sédio com pH compreendido entre 4-6 no

decorrer da reacg¢o de marcagdo.**

My e Ga formados é

Por outro lado, a constante de estabilidade dos complexos de
também um aspecto importante a considerar na avaliacdo do seu potencial interesse clinico.
Estes metais, especialmente o galio possuem grande afinidade para a transferrina. Por isso, a
constante de estabilidade dos complexos deve ser elevada para evitar, apds sua administragao,

a transquelatacao dos radiometais para esta proteina presente na corrente sanguinea.

A sintese dos complexos radioactivos deve, sempre que possivel, ser efectuada a
temperatura ambiente e, no caso de serem necessdrias temperaturas mais elevadas, o
aquecimento deve decorrer num curto periodo de tempo. A utilizagdo de temperaturas
elevadas pode danificar os ligandos, principalmente se estiverem envolvidas moléculas
biologicamente activas, como neste caso particular. Como ja foi dito anteriormente, a cinética
de coordenacdo de ligandos do tipo DTPA é relativamente rapida, podendo as reac¢des de
marcacdo ocorrer  temperatura ambiente.”® No caso dos conjugados com derivados de DOTA
as reaccdes de marcagdo requerem, de um modo geral, temperaturas superiores.” Por outro
lado, ligandos contendo derivados de NOTA também coordenam facilmente aos iGes

metélicos, como o ®’Ga(lll), & temperatura ambiente.”®'*

Frequentemente a diminuicao da
temperatura implica um maior tempo de reacgdao e uma maior concentragao do ligando, pelo
que o balango entre a temperatura e o tempo da reac¢do deve ser optimizado de modo a

manter a integridade do composto radioactivo.
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111
In

2.3.2.1. Sintese e caracteriza¢ao dos complexos de
Os complexos de *'In foram preparados por reac¢do dos ligandos L1-L6 com *InCl,
numa solu¢ao tampao acetato 0,4M, a pH 5. A reac¢do de complexagdo de L1 ocorreu a
temperatura ambiente enquanto as reac¢des de complexacdo dos ligandos L2-L6 decorreram a
temperatura de 95°C. A optimizacdo das condi¢Ges experimentais de reac¢do (tempo e
concentragao final de ligando) foi efectuada com base nos rendimentos de reac¢do e pureza

radioquimica, por andlise cromatografica de RP-HPLC e ITLC-SG.

O estudo das condicGes reaccionais para cada um dos compostos foi efectuado em
termos de concentragdo final de ligando variando numa gama entre 1 x 10*M e 1 x 10°M. Os
parametros avaliados na sintese de cada complexo e respectivas variacOes, estdo descritos na

tabela 2.5.

Nas condi¢Bes reaccionais optimizadas todos os complexos foram obtidos com
rendimentos elevados, quase quantitativos (> 95%) com concentra¢des finais de ligando
relativamente baixas. Da analise dos dados da tabela 2.5., verifica-se que os complexos com os
conjugados estradiol-DOTA (**!InL2-'**InL4) podem ser preparados com uma actividade
especifica superior a dos restantes complexos, obtendo-se rendimentos de marcagao
superiores a 95% com concentragdes de ligando na ordem dos 10°M. A sintese de complexos
de ™In com conjugados estradiol-DOTAGA (**InL5 e *InL6) e estradiol-DTPA (**InL1) s6
ocorre com rendimento semelhante com concentragdes finais de ligando mais elevadas, da

ordem de 10“*M.
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Tabela 2.5.- CondigGes experimentais estudadas na optimizagdo da sintese dos complexos "MpL1-

111

InL6.
Concentragdo final Tempo de Rendimento
Ligando Complexo
de ligando (M) reac¢ao (%)
1x 10" 98 N
L1 . 10 min InL1
1x10 80
1x 10" 98
5x10° 98
L2 1x10° 20 min 98 L2
5x10° 97
1x10° 10
1x10™ 98 1
L3 ; 20 min InL3
5x10° 96
1x 10" 98 .
L4 . 20 min InL4
5x 10 98
1x 10" 95 .
L5 ; 20 min InL5
5x10° 92
1x10" 97 i
L6 . 20 min InL6
5x10° 92

My foi feita por andlise em RP-HPLC,

A identificacdo quimica dos complexos de
através da co-injecdo dos complexos radioactivos com os complexos andlogos inactivos, cuja
caracterizacdo a nivel macroscopico foi descrita na seccdo 2.3.1.2. A caracteriza¢do dos
complexos radioactivos esta limitada a caracterizacdo das espécies radioquimicas, devido a
reduzida concentracdo molar de *'In em solugdo. Assim, a sua caracterizagdo quimica, pelas
técnicas convencionais nao é possivel. Assume-se que os complexos radioactivos
correspondem a mesma estrutura quimica dos complexos inactivos, quando analisados por RP-
HPLC, apresentem nas mesmas condi¢des cromatograficas, comportamento idéntico. Os

111 / . ~ .
complexos de ~“In foram detectados através da radiagdo gama que emitem enquanto os

complexos inactivos de In sdo detectados por radiacdo ultravioleta-visivel a 220 nm (UV/ Vis).

Na Figura 2.21. é mostrado, como exemplo geral de identificagdo dos complexos de

n, o perfil cromatogréfico por andlise de RP-HPLC em coluna de fase reversa do complexo

nL2 em comparag¢do com o do seu congénere inactivo que demonstra que as duas espécies

possuem estrutura quimica idéntica.
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Figura 2.21.-Cromatograma de RP-HPLC dos complexos in12 (detec¢Go gama) e InL2 (deteccdo
UVVis) (coluna: EC 254/4 10-100 C18; gradiente de 0,1% TFA/H,O e 0,1% TFA/CHsCN).

111

Os valores dos tempos de retencdo obtidos para os complexos de ““In e dos

complexos analogos inactivos sdo semelhantes. O pequeno desfasamento observado entre os

tempos de retencdo deve-se a ligeira diferenca do percurso entre o detector da radiacdo gama

111

utilizado para detectar a radiacdo emitida pelo decaimento do ““'In e o detector UV utilizado

para detectar os complexos de In inactivos.

Com base nos estudos realizados para a marcagdo dos ligandos L1-L6 com **!InCl;, na

tabela 2.6. encontram-se sumarizadas as condi¢Ges de reac¢do optimizadas para a sintese de

111

cada complexo de ““In e os respectivos tempos de retencdo (Tg) no RP-HPLC.

111 111

Tabela 2.6: CondicGes experimentais de sintese dos complexos ~"InL1-""InL6
Concentragdode Temperatura/Tempo Rendimento
Complexo Tg (min)

ligando final (M) de reaccao (%)

a1 [L4]=1x 10" t.a., 10 min >98 9,66/9,26*

p2 [L1]=5x 10° 95°C, 20 min >97 13,30/12,96*

111 K} [L2]=5x 107 95°C, 20 min >95 9,18/8,48*

n1a [L3]=5x10" 95°C, 20 min >95 11,35/10,96*

"nLs [L5]=1x 10" 95°C, 20 min >95 10,22/9,97*

1 [L6]=1x 10" 95°C, 20 min >95 10,91/10,66*

* Tg dos complexos inactivos

Ie 111 ~ .
Durante a sintese dos complexos de “““In, pode ocorrer a formagdao de impurezas
. s . . s . . . 111 111
radioquimicas, designadamente algumas espécies hidrolisadas de In (e.g. In(OH),)

juntamente com o complexo pretendido. Neste caso, estas espécies ndo podem ser
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identificadas por RP-HPLC uma vez que ficam retidas no topo da coluna. Assim, a presenca de
espécies hidrolisadas foi detectada por ITLC-SG, utilizando uma mistura de 0,9% NaCl/0,1N HCL
(25:0,5 (v:v)) como fase moével. Nestas condigOes, as espécies hidrolisadas ficam retidas no

"nCl; migra na frente do solvente (Rf=1). Os

ponto de aplicacdo (Rf= 0), enquanto o
radiocromatogramas obtidos dos complexos de *!InL1-**!InL6 mostraram a existéncia de um
pico Unico (Rf entre 0,2 e 0,5) correspondente ao complexo radioactivo desejado. Este
resultado, juntamente com a andlise por RP-HPLC, permite confirmar a elevada pureza

radioquimica dos complexos sintetizados.

Na Figura 2.22 s3o apresentados os radiocromatogramas obtidos por RP-HPLC dos

complexos *!InL1, *InL3-""!InL6 em comparac¢do com o radiocromatograma do **InCls.

L1 WnCl,
Tr= 9,66 min Tx= 3,40 min

MnL3 WnL5
Tr= 9,18 min k Tg= 10,22 min

_J ~

nL4

Te= 11,35 min 1inL6
Tg= 10,91 min

‘\f I ‘\ I f’ FTTT '\ T \' [ ‘\\ T ‘ ‘\ T f’ T \' T f‘ I \f‘ I \\' I \\‘
0 5 10 15 20 25 ympmpy O 5 10 15 20 25 ymip

111 111

Figura 2.22.- Cromatograma de RP-HPLC dos complexos mlnLI, InL3-""InL6 (detec¢do gama) (coluna:
EC 254/4 10-100 C18; gradiente de 0,1% TFA/H,O e 0,1% TFA/CH;CN (*InL1-*'InL3 e ***InL4) ou

111

gradiente Et;N/CH;COOH (2,1:2,8) e CH3CN ( m

InL5 e ““InL6))

2.3.2.2. Sintese e caracteriza¢io dos complexos de *’Ga

Na reacg3o de sintese dos complexos de ®’Ga, foi utilizado cloreto de galio-67 (*’GaCls)
como percursor. O ®’Ga(lll) foi fornecido sob a forma de citrato de ®’Ga, tendo sido convertido
a ®’GaCl; de acordo com uma metodologia descrita na literatura.’*> A utilizagdo de citrato de
®’Ga como percursor para a preparacdo de complexos de ®’Ga requer geralmente a utilizacdo

210

de concentracdes de ligando mais elevadas, na ordem de 10°M**° para forgar a substitui¢do do

citrato por esse ligando, o que diminui a actividade especifica dos complexos de *’Ga. Ja a
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utilizacdo de ’GaCl; permite cinéticas de marcacdo mais rapidas e a utilizagio de

concentragdes finais de ligando inferiores para a sintese dos complexos de *Ga.

Chan e Gonda descreveram um processo para a conversao de uma solugdo de citrato
de ¥Ga a ®GaCl;, envolvendo adsor¢io a silica de gel seguida de separacdo por
centrifugacdo.’® A necessidade de tal conversao relaciona-se com a formagdo de um complexo
forte entre o citrato e o ®’Ga(lll) que dificulta a ligagdo do metal s moléculas para formagdo

214

do complexo radioactivo.”” Contudo, este processo de conversdo era bastante moroso e

212 Assim, a conversdo do

Scasndr desenvolveu uma metodologia alternativa mais simples.

citrato de ¥Ga a *’GaCl; foi realizada com base no método desenvolvido por Scasndr com

algumas alteragdes.”*” A solucdo de citrato de ®’Ga foi aplicada numa coluna Sep-Pak de silica-

gel. Os ides citrato foram removidos por extrac¢do com H,O ficando os ides ®’Ga(lll) adsorvidos
. . .« . ~ .~ 67

na coluna. Em seguida, foi adicionada uma solucdo de HCI 0,1N, para remover os ides ~'Ga(lll),

sendo estes eluidos sob a forma de ®’GaCl,.

O controlo da eficiéncia da conversao foi realizado por TLC em papel Whatman N21
utilizando como fase moével uma mistura de piridina/EtOH/H,O (1:2:4). Neste sistema, o
radiocromatograma obtido permite distinguir o citrato de *’Ga (Re= 0,89) do ®’GaCl; (R= 0,44).
Para detectar a eventual formacdo de coldides durante o processo de conversdo, utilizou-se
um sistema cromatografico de ITLS-SG, utilizando como fase mével, uma solugdo de 0,9%
NaCl/0,1N HCI (25:0,5). Neste sistema, os coldides permanecem no ponto de aplicagdo (R= 0)

enquanto que o *’GaCl; migra na frente do solvente (R¢= 1).

n, as condigBes experimentais de preparacdo dos

Tal como para os complexos de
complexos de estradiol com ®’Ga teve de ser optimizada para cada composto, para evitar a
formacdo de espécies coloidais radioactivas (e.g. ®’Ga(OH);). Os complexos de ®Ga foram
preparados por reacgdo dos ligandos L2 e L7 com ®’GaCl; numa solucdo de tamp3o acetato
0,4M, pH 5. No caso do composto L2 a reacc¢do decorreu a 95°C e no caso de L7, a temperatura
ambiente, devido a natureza diferente da unidade quelante. A optimiza¢do das condi¢des

experimentais de reacg¢do (tempo e concentracdo final de ligando) foi efectuada com base nos

rendimentos de reac¢do e pureza radioquimica determinados por RP-HPLC e ITLC-SG.

Os parametros avaliados na sintese de cada complexo bem como as condi¢des

seleccionadas para prosseguir os estudos, estdo descritas na tabela 2.7.
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Tabela 2.7.- CondigGes experimentais estudadas na optimizagdo da sintese dos complexos “Gal2 e

¥GalL7

Concentragdode Temperatura/Tempo Rendimento

Ligando Complexo Tr (min)
ligando final (M) de reacgdo (%)
4 95°C, 20 min 95
1x10
95°C, 30 min 78
95°C, 20min 60 67 *
L2 9,0x10° Gal2 9,94/9,73
95°C, 30min 50
6,7 x 10” 95°C, 20 min 7
a t.a.,, 5 min 95 .
L7 1x10 Gal7 12,82/12,67*
t.a.,, 10 min 95

* Tp dos complexos inactivos (a bold encontram-se as condi¢Ges experimentais selecionadas para prosseguir os

estudos)

Nas condi¢des reaccionais optimizadas, ambos os complexos foram obtidos com
rendimentos elevados, quase quantitativos (= 95%), com concentracdes finais de ligando 1 x
10™M. A anélise dos dados da tabela 2.7 sugere que tempos de reacgdo mais longos na sintese
dos complexos de ®Ga n3o favorecem a cinética de marcacdo, observando-se mesmo uma
diminui¢io do rendimento da reacgdo, no caso do Gal2, o que pode indicar alguma
degradacdo do composto. E também possivel observar que a diminui¢do da concentracéo final
de ligando L2, de 1x 10" M para 9 x 10°M, conduziu a uma diminuicdo consideravel do

rendimento de marcagao.

", a identificacdo quimica dos complexos

Tal como descrito para os complexos de
de *’Ga também foi feita por analise em RP-HPLC, através da co-injecdo dos complexos
radioactivos com os complexos congéneres inactivos Gal2 e Gal7, cuja caracteriza¢do a nivel

macroscépico foi descrita na secgdo 2.3.1.2.

A titulo de exemplo, apresenta-se na Figura 2.23. o perfil cromatografico do complexo
’Gal2 (deteccdo da radiacdo y) por analise de RP-HPLC em coluna de fase reversa e o do seu

congénere inactivo GalL2 (detecgdo UV a 220 nm).
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GalL2 67Gal.2
Tr=19,73 min Tr=9,94 min

S

0 5 10 15 20 25 t(min)

Figura 2.23.- Cromatogramas de RP-HPLC dos complexos Gal2 (detec¢Go gama) e Gal2 (detecgiio
UVvis) (coluna: EC 254/4 10-100 C18; gradiente de 0,1% TFA/H,0 e 0,1% TFA/CH;CN)

Na Figura 2.24 é apresentado o radiocromatograma obtido por RP-HPLC dos

compostos *’GalL7 e ®’GaCl,.

67GaCl,
Tg= 3,16 min

67GaL7
Tr= 12,82 min

0 5 10 15 20 25 {(min)

Figura 2.24- Cromatograma de RP-HPLC do complexo “Gal7 (detec¢do gama) (coluna: EC 254/4 10-100
C18; gradiente Et;N/CH;COOH (2,1:2,8) e CH5CN) e do ®’GaCls,

Durante a sintese dos complexos de ®’Ga, pode também ocorrer a formacdo de
algumas espécies hidrolisadas, juntamente com o complexo pretendido. Devido a sua natureza
coloidal estas impurezas radioquimicas ndao podem ser identificadas por RP-HPLC. De modo a
detectar a sua presenca, os complexos de ¥Gal2 e ¥’GalL7 foram analisados no sistema
cromatografico anteriormente descrito, utilizando ITLC-SG como fase estacionaria e a mistura
de 0,9% NaCl/0,1N HCL (25:0,5 (v/v)) como fase mével. Nestas condicBes analiticas, as espécies
hidrolisadas ficam retidas no ponto de aplicagdo (R= 0), enquanto o ®’GaCl; migra na frente do
solvente (Ri=1). A distribuicdo radioactiva ao longo dos cromatogramas evidenciaram a

existéncia de um unico pico (R; entre 0,20 e 0,30) correspondente ao complexo radioactivo
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desejado. Este resultado juntamente com a andlise por RP-HPLC confirma a pureza

radioquimica dos complexos sintetizados.

2.3.2.3. Estudos in vitro de caracterizacdao e estabilidade dos complexos de

111 67
Ine 'Ga

2.3.2.3.1. Determinag¢do da lipofilia

A fixacdo de um composto em determinado drgdo ou tecido, e consequente
distribuicdo bioldgica, é condicionada por diversos factores entre os quais se destaca o seu
caracter lipo-hidrofilico, parametro que é usualmente avaliado através do coeficiente de
particdo desse composto entre uma solucdo organica e uma solucdo aquosa. As caracteristicas
lipo-hidrofilicas dos compostos dependem do seu equilibrio dcido-base uma vez que espécies
carregadas sdao mais hidrdfilas que espécies neutras e a carga, em solucdo, varia em funcdo do
pH. Assim, a lipofilia/hidrofilia dos complexos radioactivos em estudo foi determinada pelo
método de shake flask’™ com base nos seus coeficientes de particdo no sistema bifasico n-
octanol/PBS, a pH 7,4 e expressa através do seu logaritmo (Log D). Os valores de log D

determinados para cada complexo s3o apresentados na tabela 2.8.

Tabela 2.8.- Coeficientes de Parti¢do (log D,,.) dos diferentes complexos, determinados a pH fisiolégico.

Complexo Log Do/,
L1 -0,99 + 0,04
L2 0,05 + 0,01
a3 -0,25 0,02
nLa 0,43 0,03
nLs -0,72+0,02
nLe -0,99 + 0,04
*’Gal2 -0,42 + 0,04
*GalL7 0,89 + 0,05

Os valores de log D obtidos variaram entre -0,99 + 0,04 (**'InL1 e **InL6) e 0,89 + 0,05

(°’GalL7). Os complexos de L1, L3, *nLs, *InLe e ¥Gal2, tém caracter hidrofilico
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enquanto os complexos *'InL4 e ¥Gal7 tém um caracter lipofilico moderado. O complexo

nL2 tem um carécter ligeiramente lipofilico.

Estes resultados indicam que tanto o tipo de quelato como a natureza do espagador
entre a molécula de estradiol e a unidade quelante, afectaram consideravelmente o caracter
lipo-hidrofilico dos complexos derivados do estradiol. Os complexos **InL2 e **InL3 possuem
na sua estrutura a mesma unidade quelante e como espagador uma cadeia alifatica com o
mesmo numero de dtomos de carbono (quatro), diferindo apenas no grau de satura¢do. No
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caso do complexo “InL2 a cadeia alifatica entre a biomolécula e o agente quelante é

"nL3 é do tipo saturado. Esta pequena diferenca

insaturada e no caso do complexo
estrutural parece interferir na lipofilia/hidrofilia dos complexos, sendo que o complexo **!InL3
tem um caracter mais hidrofilico (log D =-0,25 +0,02) que o complexo *!InL2 (log D = 0,05 +
0,01). Resultado semelhante foi observado no caso dos complexos InL5 e *!InL6, que
também possuem na sua estrutura o mesmo quelato e um espagador com o mesmo nimero

de atomos de carbono mas com diferente grau de saturacdo. O complexo ™

InL6 cujo
espacador contém uma cadeia saturada tem um caracter mais hidrofilico (log D = -0,99 + 0,04)
que o complexo *!InL5 (log D =-0,72 + 0,02), cujo espacador é do tipo insaturado.

O aumento da cadeia carbonada do espacador entre a biomolécula e o quelato na
familia de complexos do tipo estradiol-DOTA, de quatro dtomos de carbono para seis &tomos
111

de carbono (complexo

0,03).

InL4), conferiu um aumento do caracter lipofilico (log D = 0,43 +

Os complexos ¥Gal2 e *’GalL7 diferem no tamanho e tipo de espagador e no tipo de
quelato. O complexo ¥’GalL7, do tipo estradiol-NOTA possui caracteristicas mais lipofilicas (log
D= 0,89 + 0,05) do que o complexo ’Gal2, que pertence a familia de complexos do tipo

estradiol-DOTA e tem um caracter hidrofilico (log D =-0,42 + 0,04).

Os complexos *InL2 e ¥Gal2 tém em comum o mesmo ligando (L2). No entanto, o

111 7 . ~ .
In é diferente do modo de coordenagdo ao *’Ga devido ao

modo de coordenagdo de L2 ao
diferente nimero de coordenac¢do dos radiometais, o que influencia o cardcter lipo-hidrofilico
dos respectivos complexos. O facto de no complexo *’Gal2 existir um grupo &cido carboxilico
livre, contribuiu para o aumento do caracter hidrofilico do complexo relativamente ao a2,

cujos grupos carboxilato se encontram todos coordenados ao metal.

Analisando os resultados de lipofilia obtidos é possivel prever que os complexos com
maior facilidade para atravessar as membranas bioldgicas sdo os complexos *!InL4 e *Gal7,
tendo em conta a sua lipofilia mais elevada.
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2.3.2.3.2. Estudos de estabilidade in vitro

Os estudos de estabilidade in vitro permitem avaliar se os complexos radioactivos tém
a capacidade de se manter intactos em condi¢Ges aquosas e fisioldgicas, requisito essencial no
desenvolvimento de compostos com potencial aplicacdo clinica. Ou seja, permitem prever se
sdo resistentes a degradacdo ou a hidrdlise, evitando a formacdo de espécies radioquimicas
indesejadas. A eventual formacdo de impurezas radioquimicas afecta a depuragdo sanguinea e
de tecidos ou érgdos, assim como a distribuicdo bioldgica e as vias de excre¢do dos compostos.
Por outro lado, é igualmente importante prever a estabilidade dos complexos face a

1 e ¥Ga para substratos bioldgicos em circulacdo ou nos tecidos e que,

transquelalagdo do
eventualmente, actuem como competidores, tais como proteinas, aminodcidos ou outras

moléculas bioldgicas.

A avaliacdo da estabilidade dos complexos radioactivos em diferentes meios foi
efectuada com base na determinacdo da sua pureza radioquimica, ao longo do tempo, por

analise cromatografica.

Estabilidade in vitro em tampdo fosfato salino e soro humano e estimativa da taxa de

ligagdo as proteinas plasmadticas

Procedeu-se ao estudo da estabilidade in vitro dos complexos em tampao fosfato
salino (PBS) a pH 7,4 e na presenga de soro humano. Os complexos radioactivos foram
incubados a 37°C durante 120h. A estabilidade foi avaliada ao longo do tempo (1h, 3h, 24h e
120h) por analise da sua pureza radioquimica por RP-HPLC e ITLC-SG de aliquotas das misturas
em incubacdo. Nos ensaios realizados em soro humano, as aliquotas foram tratadas com
etanol, para precipitacdo das proteinas e apds centrifugacdo, o sobrenadante foi analisado por

RP-HPLC e ITLC-SG.

Nas Figuras 2.25. e 2.26. apresentam-se os graficos com os resultados dos estudos de

estabilidade dos complexos *!InL1-'*!InL6, *’GalL2 e ’GalL7 ao longo do tempo.
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Figura 2.25.- Estabilidade dos complexos (B) Mip11-*nL6 e (A) Gal2 e ¥ Gal7 em PBS (pH 7,4) apds

1h, 3h, 24h e 120h de incubagdo a 37°C.
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Figura 2.26.- Estabilidade dos complexos (B) "n11-**InL6 e (A) ¥ Gal2 e ¥ Gal7 na presencga de soro

humano apés 1h, 3h, 24h e 120h de incubagdo a 37°C.
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A andlise destes graficos indica que os complexos ™InL1-"!InL6, ¥Gal2 e “Gal7,
mostraram ser bastante estaveis em PBS (pH 7,4) até 120h de incubag¢do. Em soro humano
também ndo se observou o aparecimento de qualquer outra espécie radioquimica, excepto no

111

caso do complexo “InL3, que mostrou ser instavel a partir de 1h de incubacdo a 37°C. A

analise dos radiocromatogramas de RP-HPLC do complexo ***

InL3 (Figura 2.27.) revelou a
existéncia de duas espécies radioactivas apds 1h de incubacdao a 37°C. Apds 3h incubacao
verifica-se uma clara diminuicdo do pico correspondente ao complexo e o aumento do pico
correspondente a outra espécie radioquimica nao identificada, o que indica que podera ter

ocorrido metabolizacdo e/ou degradagido do composto na presenga do soro humano.

—_— L 24h
- ‘kMt 3h
1h

JL MinL3
AR E R — SUREE
0 5 10 15 20 25 (min)

Figura 2.27.- Radiocromatogramas obtidos por andlise de RP-HPLC da mistura do complexo **InL3 em

soro humano as 1h, 3h e 24h de incubagdo.

A andlise por RP-HPLC das aliquotas da mistura dos complexos com o soro humano
requer a precipitacdo prévia das proteinas séricas com etanol o que permitiu ter uma
estimativa aproximada da ligagdo dos complexos radioactivos a essas proteinas. Esta ligacdo
foi determinada com base na razdo entre a radioactividade associada ao precipitado
(complexo ligado a proteinas séricas) e a radioactividade total adicionada ao soro. A medi¢do
da radioactividade no sedimento proteico mostrou que a taxa de ligacdo era relativamente
baixa (< 35%) e que, em geral, ndo aumentava muito ao longo do tempo (tabela 2.9.)
sugerindo que a ligacdo as proteinas plasmaticas ndo devera comprometer a depuracdo

sanguinea dos complexos quando administrados in vivo.

O valor mais elevado de ligacdo as proteinas foi encontrado para o **InL3 as 24h

(60%). Tendo em consideragdo que a analise cromatografica deste complexo na presenga do
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soro humano demonstrou a sua instabilidade apds 1h de incubacdo (Figura 2.27.), o aumento
de ligacdo as proteinas deste complexo poderda estar relacionado com o facto de o produto
resultante da degradacdo/metabolizacdo do ***InL3 ter uma maior interac¢do com as proteinas

do soro humano.

Tabela 2.9.- Radioactividade associada as proteinas do soro humano apés 1h, 3h e 24h de incubacgdo a

111

67
379C com os complexos de ““Ine ~'Ga.

Ligagcdo as proteinas (%)

Complexo

1h 3h 24h
L1 10 9 6
L2 30 26 29
L3 27 35 60
nLa 16 21 21
nLs 13 12 17
inLe 19 18 20
*Gal2 19 20 35
“Gal7 16 20 23

Estabilidade in vitro na presenga de apo-transferrina

A transferrina é uma glicoproteina plasmatica cuja principal fung¢do consiste no
transporte de Fe(lll) na corrente sanguinea. No entanto pode também transportar outros iGes
metadlicos. Esta proteina, com um peso molecular de aproximadamente 80 kDa, possui dois
dominios homdlogos de coordenagdo aos ides metalicos. A sua ligacdo ao ido Fe*" é muito
forte mas ocorre de modo reversivel permitindo o seu transporte as células dos varios tecidos.
Por outro lado, em condigGes fisiolégicas normais, cerca de dois tercos dos locais de ligacdo
especifica ndo estdo ocupados podendo coordenar outros ides metdlicos. A proteina sob esta
forma designa-se por apo-transferrina. Os ides In*" e Ga** possuem uma elevada afinidade para
a transferrina com constantes de estabilidade log K,,. de 18,3 e 19,8, respectivamente.79 Tendo
em consideracdo a elevada afinidade dos radiometais para a transferrina, determinou-se a

"n e Ga na presenca de apo-transferrina utilizando um

estabilidade dos complexos de
método competitivo, com o objectivo de antecipar o seu comportamento apds administracdo

in vivo. Os complexos em estudo foram incubados durante 120h, a 37°C, com uma solu¢do
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tampao de bicarbonato 10 mM, pH 7,4 contendo um excesso molar de apo-transferrina
(1:15).2*® A estabilidade dos complexos foi estudada apds 1h, 3h, 24h e 120h por analise da sua

pureza radioquimica em RP-HPLC e ITLC-SG de aliquotas da mistura.

Na Figura 2.28. é apresentado o grafico com os resultados do estudo de estabilidade
dos complexos *!InL1-'*!InL6, ¥ Gal2 e *’GalL7 na presenca de solucdo de apo-transferrina até

120h de incubacio, a 37°C.
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Figura 2.28.- Estabilidade dos complexos (B) ***InL1-**!InL6, (A) Gal2 e “Gal7 na presenca de um

excesso molar de apo-transferrina apos 1h, 3h, 24h e 120h de incubagdo a 37°C.

A andlise dos resultados obtidos demonstrou que a maioria dos complexos em estudo
sdo estdveis na presenca de excesso de apo-transferrina ndo se observando transquelatagdo
do i30 metdlico para a proteina (pureza radioquimica >82%). No caso do complexo *InL3
detectou-se o aparecimento de uma ligeira percentagem de outra espécie radioquimica
(variando entre 8 e 18%, apds 1h e 120h de incubagdo, respectivamente) com um tempo de
retencdo inferior (Rt= 3,48 min). Esta observagdo sugere que o aparecimento desta espécie

radioquimica corresponde a transquelatagdo para a proteina.
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Estabilidade in vitro na presenga de DTPA

A estabilidade in vitro dos complexos de ''!In foi também avaliada na presenca de
DTPA, um agente quelante com grande afinidade para o In* (log K= 29,0), sendo esta
superior a constante de estabilidade DOTA-In** (log K= 23,9).”° Assim, avaliou-se a
estabilidade dos complexos *InL2-'*!InL4, *InL5, *'InL6 na presenca de um excesso molar
de DTPA de 1:1000 durante 120h a 37°C. A estabilidade dos complexos foi avaliada por
determinacdo da pureza radioquimica de aliquotas da mistura retiradas apds 1h, 3h, 24h e
120h de incubac¢do. Na Figura 2.29. apresenta-se o grafico com os resultados do estudo de

estabilidade dos complexos na presenca de DTPA analisados por RP-HPLC e ITLC-SG.
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Figura 2.29.- Estabilidade dos complexos 111InL2-mInL4, nL5 e *inL6 na presencga de um excesso de

DTPA apds 1h, 3h, 24h e 120h de incubagdo a 37°C.

Como se pode observar na representacgdo grafica, os complexos em estudo revelaram
ser estdveis e cineticamente inertes na presenca de DTPA até 120h de incubacdo, ndo se
detectando o aparecimento de espécies radioquimicas correspondentes a degradagdo ou
tranquelatagdo (pureza radioquimica >80%). No entanto, no caso dos complexos *'InL3 e
314, observa-se uma reducdo muito ligeira da pureza radioquimica (<20%), ao longo do

tempo, devida ao aparecimento de uma pequena percentagem de espécies com tempo de

retencdo de 3,40 min.

Os resultados dos estudos de estabilidade in vitro em diferentes condi¢des fisioldgicas
incentivaram a realizacdo de estudos bioldgicos uma vez que a maioria dos complexos
demonstraram ser estaveis ao longo do tempo permitindo antecipar que ndo serdo

susceptiveis de se degradar ou sofrer transquelatacdo apds administragao in vivo.
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2.4. Avaliagao Biologica

2.4.1. Determinagcao da afinidade de ligagdo ao receptor de

estrogénio dos conjugados de estradiol e de complexos de In(lll) e Ga(lll)

A introducdo de modificagcBes estruturais numa biomolécula pode comprometer
consideravelmente a sua afinidade de ligagcdo especifica para os seus receptores pelo que a
determinagdo deste parametro, comparativamente a molécula enddgena, deve ser avaliado.
No caso dos compostos em estudo no ambito deste trabalho, a funcionalizacdo da posi¢cdao C16
do estradiol com diferentes espagadores e agentes quelantes bifuncionais pode afectar a sua
afinidade para o receptor de estrogénio. Assim, a afinidade de ligacdo dos conjugados do
estradiol aos dois subtipos de receptor estrogénico, REa e REB, foi determinada para avaliar o

efeito das diferentes modifica¢Ges introduzidas no ligando endégeno.

A afinidade de ligacdo para o subtipo a do RE foi avaliada para todos os conjugados L1-
L7 e aqueles que apresentaram maior afinidade para o REa foram também avaliados quanto a
sua afinidade para o subtipo B para determinar a selectividade para o REa. No caso dos
ligandos L5-L6 que mostraram ter uma consideravel afinidade de ligacdo para o REq, a
afinidade dos respectivos complexos de indio foi também determinada. Relativamente ao
complexo inactivo de galio Gal7, a sua falta de solubilidade nos solventes do ensaio impediu a

determinacgado da sua afinidade para o RE, apesar do ligando L7 apresentar afinidade para Rea.

A afinidade de ligagdo dos conjugados L1-L7 e dos complexos de indio (InL5 e InL6)
para os receptores foi determinada por um ensaio competitivo entre os compostos em estudo
e o ‘H-estradiol, para os locais de ligagdo ao receptor recombinante humano,
comparativamente ao 17B-estradiol. Assim, prepararam-se solugdes dos conjugados L1-L7, dos
complexos InL5 e InL6 e de 17B-estradiol em tampao TRIS-HCI 10 mM, a pH 7,5 contendo 10%
de glicerol, DTT 2 mM e BSA (1 mg/mL) com concentrag¢des varidveis entre 1nM e 50 uM. O
ensaio consistiu na incubagdo destas solu¢des com uma mistura contendo o *H-estradiol e o
receptor isolado (REa ou REB), no mesmo tamp3o, durante uma noite a 4°C. Apds este periodo
separou-se o complexo receptor-ligando adicionando a mistura reaccional uma suspensdo de
hidroxiapatite (HAP) em tampao TRIS-HCI. Apds diversas lavagens o sobrenadante contendo o
*H-estradiol livre foi removido e o precipitado de HAP foi suspenso em etanol, para dissolver o

complexo®H-estradiol-receptor. A actividade foi medida em contador de cintilagdo liquida.

120



Complexos de In(lll) e Ga(lll) com Derivados da Molécula do Estradiol :Capitulo 2

Os resultados foram expressos em percentagem de *H-estradiol ligado ao RE utilizando
a seguinte equagao:
B — NSB

3H — estradiol ligado ao RE = BO——NSB x 100

Onde,
B- valor de *H-estradiol ligado ao RE (cpm)
B,- valor da ligagdo mdaxima de *H-estradiol (cpm)

NBS- valor da ligagdo ndo especifica, correspondente a concentragdo de 50uM de 17B-estradiol

A titulo de exemplo, na Figura 2.30. sdo apresentados os graficos que representam a
percentagem de *H-estradiol ligado ao receptor (REa ou REB) em funcdo da variacdo do
logaritmo da concentragdo dos conjugados L5 e L6. A partir da curva obtida é possivel
determinar para cada conjugado os valores de ICs, (concentracao de composto necessdrio para

inibir em 50% a ligagdo maxima do *H-estradiol ao receptor).
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Figura 2.30.- Percentagem de *H-estradiol ligado ao RE em fungdo da variagdo do logaritmo da

concentracgdo de 178-estradiol, L5 e L6 e respectivos valores de ICs, (A) REa, (B) REg.

Os valores de ICso encontrados para os conjugados L5, L6 e L7 foram de 80,8 nM, 463
nM e 639 nM, respectivamente para o REq, e de 11,7 uM, 2,9 uM e 4,8 uM, respectivamente
para o REB, indicando que estes compostos mantém afinidade para o RE. Com base nos valores
de ICs5 obtidos foi possivel calcular para cada composto em estudo o valor de afinidade de
ligacdo relativa, designado por RBA (Relative Binding Affinity). O RBA é definido como a razdo

entre os valores de ICsq do 17B-estradiol e o valor de IC;5;do composto em estudo.

[Csy 17p — estradiol
RBA (%) = x 100
[Csy composto em teste
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Os valores de RBA obtidos para os conjugados (L1-L7) e para os complexos de indio
(InL5 e InL6), assim como a respectiva selectividade para o subtipo a do RE, expressa pela

razdo RBA0/RBAPB, sdo apresentados na tabela 2.10.

Tabela 2.10.- Valores de RBA, expressos em %, dos compostos L1-L7 e dos complexos InL5 e InL6 para o

REa e REB, em comparagdo com o 17B-estradiol.

Composto REa REB o/B
17B-estradiol 100 100 1
L1 <0 n.d. -—
L2 <0 n.d. -—
L3 <0 n.d. -
L4 <0 n.d. -—
L5 88 0,1 880
L6 15 0,5 30
L7 2,5 0,3 8,3
InL5 44 n.d. ---
InL6 22 n.d. --

n.d.-ndo determinado

Da analise destes resultados (tabela 2.10.) podemos concluir que os conjugados
estradiol-DTPA (L1) e estradiol-DOTA (L2- L4) ndo apresentam afinidade relevante para o REa
(RBA <0%). No entanto, a substituicdo da unidade quelante DOTA pelo seu derivado DOTAGA
em L5 e L6 conduziu a valores de RBA de 88 e 15%, respectivamente. Este aumento de
afinidade poderd estar relacionado com a diferente grau de saturacdo do espacador entre a
molécula do estradiol e a unidade quelante, uma vez que L5 apresentou uma afinidade muito
mais elevada que a do seu andlogo saturado L6. A menor afinidade de L6 para RE pode
eventualmente ser atribuida a maior flexibilidade conformacional da cadeia alquilica.
Resultados idénticos foram descritos na literatura, por Kuduk e colaboradores, que
observaram uma melhor tolerancia do receptor para derivados de estradiol 16a-substituidos
com cadeias insaturadas em conjugados estradiol-geldamicina.”’’ Um efeito semelhante foi
também descrito para complexos de rénio derivados do estradiol, funcionalizado na posi¢ao

17a, por Ramesh e colaboradores.*®

A substituicdo da unidade quelante DOTAGA no conjugado L6 por NODAGA (L7)
conduziu a uma diminui¢do da afinidade para o REa (15% vs 2,5%, respectivamente). Tendo

em considerac¢do que os dois conjugados possuem o mesmo espacador, a perda de afinidade
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sugere que o tipo de unidade quelante também poderd influenciar a capacidade de ligacdo ao

receptor.

Os resultados obtidos indicam também que os conjugados estradiol-DOTAGA (L5 e L6)
e estradiol-NODAGA (L7) apresentaram baixa afinidade para o subtipo B (RBA <0.5%) o que se

reflectiu numa considerdvel selectividade para o REa.

A determinacdo da afinidade dos complexos InL5 e InL6 para o RE sugere que a
coordenacdo ao indio pelos ligandos L5 e L6 parece ser bem tolerada pelo REa. Tal como
observado com L5 e L6, a afinidade de ligacdo aparenta estar relacionada com o grau de
saturacdo do espacador. No caso do complexo InL5 observou-se uma perda de afinidade
relativamente a L5 (44% vs 88%) no entanto, o complexo mantém ainda afinidade para REa.
Resultados semelhantes foram obtidos com outros complexos metdlicos funcionalizados na
posicdo Cl16a do estradiol. Huang e colaboradores demonstraram que complexos de rénio
possuiam uma afinidade para o RE relativamente elevada, com uma concentracdo na ordem
do nanomolar.® No caso do complexo InL6 surpreendentemente a afinidade de ligagdo n3o
diminui relativamente a L6 (22% vs 15%). Este resultado estd de acordo com os resultados
obtidos por Zhang e colaboradores que verificaram que a introducdo de diferentes metais (Pd,
Ni e Zn) em derivados de estradiol funcionalizados em C17a levava por vezes ao aumento da

afinidade relativamente ao ligando livre.***

Devido a baixa solubilidade dos complexos InL1-InL4, GalL2 e GalL7 nos solventes de
ensaio ndo foi possivel determinar as suas afinidades de ligagdo ao RE. Contudo, o facto dos
ligandos L1-L4 n3o terem demonstrado afinidade para os RE sugerem-nos a hipdtese de que os

complexos InL1-InL4, GaL2 também ndo possuiriam afinidade para o RE.
2.4.2. Estudos de captac3o celular dos complexos de 'In e “’Ga

Os receptores de estrogénio localizam-se predominantemente ao nivel do nucleo da
célula. Consequentemente, qualquer composto para interactuar com estes receptores tem de
entrar na célula atravessando as suas membranas plasmdtica e nuclear. Os ensaios in vitro de
captacdo celular permitem determinar a capacidade dos compostos de atravessarem a
membrana plasmatica das células, localizando-se no seu interior e avaliar a possibilidade dos
novos complexos para se ligarem in vivo ao RE. Assim, efectuaram-se estudos in vitro de
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captacdo celular dos complexos de *!In e “’Ga em duas linhas celulares de adenocarcinoma da

mama de origem humana: células MCF-7, que expressam REa e células MDA-MB-231, que ndo
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expressam REa, como modelos de células (RE+) e (RE-), respectivamente. Estes estudos
permitiram avaliar a influéncia das modificacdes estruturais introduzidas na molécula de
estradiol (diferentes espagadores e diferentes quelatos) na sua capacidade para atravessar
passivamente a membrana plasmatica. Permitiram também obter informacdo adicional sobre

a capacidade de ligacdo dos complexos ao RE.

A especificidade de ligacgdo dos complexos aos receptores foi avaliada
simultaneamente pela utilizagdo das duas linhas celulares acima referidas (RE +) e (RE-) e pela
saturacdao prévia dos receptores das células MCF-7, por incubagdo com um excesso de 17f-

estradiol.

Os ensaios de captacdo total nas linhas celulares foram efectuados por incubacdo, ao

M e “Ga em estudo, diluidos no meio de cultura sem

longo do tempo, dos complexos de
vermelho de fenol e suplementado com soro bovino fetal tratado com carvdo activado, sob
atmosfera humida de 5% CO, a 37°C, de acordo com o procedimento descrito na secgdo 6.6.1.
Os ensaios na linha tumoral de cancro da mama MCF-7 foram realizados na presenca e
auséncia de 17B-estradiol (E,). Apds o periodo de incubagdo, removeu-se o meio de cultura e
as células foram lavadas e neutralizadas com uma solu¢do de PBS, mantido a 4°C, sendo de

seguida lisadas com NaOH 1N. A radioactividade foi medida hum contador gama. Para cada

tempo de incubacdo foram feitos quatro replicados.

Na Figura 2.31. apresentam-se os resultados da captacdo total dos complexos **InL1-

L6, “Gal2 e ’Gal7 na linha celular MCF-7.
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Figura 2.31.- Captagdo celular total dos complexos nL1-""nLe, ' Gal2 e ¥ Gal7 nas células MCE-7,
previamente tratadas ou ndo com 17B-estradiol (E2) em fungdo do tempo de incubagéo, a 37°C,

expressa em percentagem de actividade total adicionada por milhdo de células.
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A andlise dos resultados apresentados nos graficos da Figura 2.31. demonstra que de
uma forma geral, a captacao dos complexos em estudo pelas células MCF-7 aumentou com o
tempo de incubacdo alcancando uma taxa de acumulacdo quase estacionaria
aproximadamente apds 2h de incubacdo, no entanto o valor maximo é relativamente baixo. A
percentagem maéxima de captacdo foi obtida com o complexo *’Gal7 (2,13% + 0,13) apds 4h
de incubacdo. Este resultado relaciona-se provavelmente com o caracter mais lipofilico deste
complexo. A menor captacdo celular observada pelos restantes complexos pode ser explicada
pelo seu cardacter hidrofilico. Os valores de captacdo celular mais baixos foram obtidos com o

complexo ¥Gal2 (0,59% + 0,11) apds 4h de incubac3o.

A lipofilia, associada a uma estrutura adequada, favorece a difusdo passiva através da
bicamada lipidica da membrana plasmatica. Assim sendo, e devido ao cardcter hidrofilico dos
complexos **InL1, *InL3, *InL5, *InL6 e *’Gal2 n3o era expectavel uma penetracdo elevada
nas células por este mecanismo de transporte, jd que a entrada no interior da célula é

favorecida para compostos lipofilicos-

Quanto a especificidade de ligacdo para o REa e apesar dos baixos valores de captacéo,
de um modo geral, a percentagem de captacdo celular foi mais reduzida quando os receptores
das células tumorais estdo bloqueados com 17B-estradiol. Para além disso, a acumulagdo de
actividade embora aumente linearmente nos primeiros minutos de incubagdo, tal como nas
células ndo tratadas com estradiol, torna-se mais lenta atingindo a situagdao de estado
estacionario entre os 15 e os 60 minutos. Estas observagdes sugerem que a captagao destes
compostos nas células MCF-7 podera ser mediada pelos RE. As curvas de captagdo de *!InL2,
"nL5 e ¥Gal7 mostram claramente as diferencas existentes na cinética de captacdo entre as
células com receptores saturados e ndo saturados. A acumulagdo nas células ndo tratadas
atinge valores de 1,14% + 0,05, 1,45% + 0,05 e 2,14% + 0,12, respectivamente. Enquanto nas
células cujos receptores se encontravam bloqueados com excesso de estradiol foi possivel
observar um decréscimo da actividade acumulada para 0,48% + 0,03, 0,48% + 0,04 e 1,26% *
0,18, respectivamente. Estes valores correspondem a uma diminuicdao de captacao total que
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oscilou entre 41 e 67%. No caso de "InL5 esta acumulagdo pode estar directamente

relacionada com a maior afinidade para o REa determinada com o complexo analogo InL5. No

1316, cujo analogo InL6 também demonstrou ter afinidade

entanto no caso do complexo
para o receptor isolado, ndo se observou redugdo na taxa de captagdo celular sugerindo que

nao haja ligacao aos receptores in vivo.
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O ensaio de captacao celular dos complexos radioactivos na linha celular MDA-MB-
231, permitiu avaliar o efeito da ligacdo nao especifica nas células do cancro da mama. Na
Figura 2.32. apresentam-se os resultados da captacdo total dos complexos em estudo na linha
celular MDA-MB-231, ao longo do tempo. Na tabela 2.11. comparam-se os valores maximos
de captacao celular dos complexos em estudo, obtidos apds 4h de incubacdo, nas duas linhas

celulares de adenocarcinoma da mama (RE +) e (RE-).
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Figura 2.32.- Captagdo celular total dos complexos ““InL1- “"InL4, ~“InL6 e Gal7 nas células MDA-

MB-231, em fungdo do tempo de incubacdo a 37 °C, expressa em percentagem de actividade total

adicionada por milhéo de células.

A andlise dos resultados apresentados no grafico da Figura 2.32. e na tabela 2.11.
mostra que, de um modo geral, a captacao celular total dos complexos em estudo pelas células
MDA-MB-231 foi ligeiramente inferior a observada na linha celular MCF-7, excepto no caso dos
complexos com maior lipofilia, **InL4 e ®’GaL7, onde n3o se observou grande diminuicdo da
taxa de captacdo celular. O valor de captacdo celular mais elevado foi observado com o
complexo ¥Gal7 (1,96% + 0,10) e o valor mais baixo foi obtido com o complexo ¥GalL2 (0,33%
+ 0,02) sugerindo que a ligagdo as células é predominantemente ndo especifica e indicando
gue a captacdo se relaciona essencialmente com o caracter lipofilico/ hidrofilico dos

complexos.
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Tabela 2.11.- Percentagem de captacgdo celular, normalizada para milhdo de células, dos complexos
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InL1-*InL6, *’GalL1 e *’Gal7 apos 4h de incubagdo nas linhas celulares MFC-7 (RE+)

e MDA-MB-231 (RE-).

Captagdo Total (%/milhdo células)

Complexo
MCF-7 MDA-MB-231

L1 0,95 + 0,01 0,38 +0,10
L2 1,44 + 0,05 0,76 + 0,11
L3 1,85 +0,22 0,86 + 0,08
nLg 1,49 + 0,08 1,20 + 0,20
nLs 1,45+0,05 -

nLe 1,00 + 0,03 0,72 +0,12
*Gal2 0,59 0,11 0,33 +0,02
¥GalL7 2,13+0,13 1,96 + 0,10

Concluindo, o conjunto dos resultados obtidos nos ensaios de captagdo celular
sugerem que a acumulagdo de alguns dos complexos nas células MCF-7, podera estar
relacionada com um mecanismo mediado pelos receptores RE contudo, a baixa taxa de
captacdo, consequéncia possivelmente do seu reduzido caracter lipofilico, ndo favorece a

entrada dos complexos nas células.

2.4.3. Estudos de biodistribuicio dos complexos de *''In e *’Ga

O estudo da biodistribuicdo de compostos radioactivos em modelo animal é
importante para a caracterizacdo do seu comportamento in vivo pois permite obter
informacdo relevante sobre a sua biocinética, através da determinacdo da velocidade de
fixacdo e de depuragcdo dos principais drgdos, tecidos e fluidos. Estes ensaios permitem
também avaliar a estabilidade in vivo dos compostos, relativamente a hidrélise, metabolizagdo
ou transquelatacdo para biomoléculas presentes na corrente sanguinea ou nos tecidos.
Permitem igualmente caracterizar a especificidade e selectividade para 6rgaos ou tecidos alvo.
Em particular, possibilitam determinar a taxa de captagdo em érgdos ricos em receptores de
estrogénio, tais como Utero e ovarios. Através do estudo da biodistribuicdo é possivel

determinar as taxas de depuragdo sanguinea e identificar as vias de excre¢do envolvidas na
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eliminacdo dos compostos. De um modo geral, a depuracdo sanguinea de compostos
radioactivos deve ser suficientemente rapida para minimizar a irradiacdo de 6rgaos nao alvo e
lenta o suficiente para permitir a interaccdo com o 6rgao alvo. Por outro lado, a via de
excrecdo predominante deve ser renal para melhorar a razdo 6rgio alvo/ndo alvo na regido

abdominal.

Com o objectivo de avaliar o seu comportamento biolédgico in vivo realizaram-se
ensaios de biodistribuicdo dos complexos *'InL5 e InL6, uma vez que os respectivos
complexos andlogos de In(lll) demonstraram afinidade in vitro para o RE. Como modelo animal
utilizaram-se ratos fémea imaturos, da estripe Sprague-Dawley (20-22 dias), para garantir a
existéncia de baixos niveis de estrogénio enddgeno. Nesta espécie animal o ciclo estral inicia-
se cerca de 30 dias apds o nascimento, assim os receptores de estrogénio presentes nos
orgdos alvo ndo estariam saturados. Os compostos foram administrados por via endovenosa,
na veia da cauda e os animais sacrificados apés 1, 2 e 24 h. Os 6rgdos de interesse foram
recolhidos, pesados e a sua actividade medida, de acordo com o procedimento descrito em

6.7.1.

Com estes ensaios pretendeu-se estudar a distribuicdo bioldgica e a estabilidade in
vivo dos complexos ao longo do tempo apds administragao, assim como a sua especificidade e
selectividade para os érgdos alvo, Utero e ovdrios, para determinar o seu potencial interesse
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no desenvolvimento de radiofarmacos-"""In para diagndstico e/ou terapia de cancros RE+.

Biodistribuicdo dos complexos **!InL5 e **!InL6

Os resultados da biodistribuicio dos complexos *'InL5 e ***

InL6, expressos em
percentagem de actividade injectada por grama de 6rgdo (% A.l/g) sdo apresentados na

tabela 2.12 e Figuras 2.33. e 2.34

129



Capitulo 2: Complexos de In(lll) e Ga(lll) com Derivados da Molécula do Estradiol

111

Tabela 2.12.- Resultados de biodistribui¢do e excregdo total dos complexos "nL5 e *InL6, em ratos

fémea imaturos da estirpe Sprague Dawley, expressos em % A.l./g (média * desvio padrdo; n=3).

111

111

InL5 InL6
(% A.1./g) (%A.1./g)

Sangue 1,50 + 0,70 0,60 + 0,20 0,05 + 0,01 0,60 0,20 0,35+0,02
Figado 1,20 + 0,40 0,54 + 0,05 1,80 + 0,20 1,10+ 0,10
Intestinos 9,40 + 0,30 9,80 + 1,60 0,30 + 0,10 11,50 + 0,30 14,50 + 0,60

Baco 0,22 +0,01 0,30 + 0,20 0,24+ 0,01 0,15+ 0,01 0,04 + 0,01
Coragdo 0,32+0,01 0,20 + 0,10 0,05 + 0,02 0,14 + 0,01 0,07 + 0,02
Pulmées 0,69 + 0,12 0,30 + 0,10 0,10 + 0,01 0,19 + 0,01 0,08 + 0,02

Rins 2,20+0,20 0,90 + 0,30 1,01 + 0,07 1,00 + 0,20 0,45 + 0,05
Mdsculo 0,30+ 0,10 0,10 + 0,04 0,04 + 0,01 0,20 + 0,06 0,07 + 0,04

Osso 0,38 + 0,05 0,11 + 0,07 0,08 +0,,01 0,17 + 0,05 0,07 + 0,02

Estdmago 0,50 + 0,10 0,23 +0,02 0,20 + 0,05 0,11 +0,03

Utero 1,50 + 0,30 0,60 + 0,10 0,06 + 0,01 0,40 + 0,10 0,20 + 0,10
Ovirios 0,76 + 0,02 0,31+0,02 0,10 + 0,01 0,50 + 0,30 0,15 + 0,05
——
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Figura 2.33.- Biodistribuigdo do complexo mInLS, em ratos fémea imaturos da estirpe Sprague Dawley,

expressos em % A.l./g (média + desvio padréo; n=3).
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Figura 2.34.- Biodistribui¢cGo do complexo InL6, em ratos fémea imaturos da estirpe Sprague Dawley,

expressos em % A.l./g (média + desvio padrdo; n=3).

Da analise comparativa destes resultados verificou-se que o perfil de biodistribui¢cdo
dos complexos *InL5 e *!InL6 é bastante semelhante destacando-se uma rapida depuragdo
sanguinea e radpida captacdo por via hepatica seguida de eliminacdo intestinal. A percentagem
de actividade injectada na corrente sanguinea 1h e 2h apds administracdo foi respectivamente
de 1,5 + 0,7%/g e 0,6 * 0,2%/g, no caso do 'InL5 e de 0,6 + 0,2%/g e 0,35 + 0,02%/g, no caso
do ™InL6. Esta rapida depuragdo sanguinea indica uma rapida distribuicdo pelos principais
orgdos e reflecte uma baixa taxa de ligacdo a proteinas séricas e inércia cinética relativamente

a permuta com a proteina transportadora de metais, a transferrina.

De um modo geral, a acumulagdo de actividade ocorreu nos 6rgaos relacionados com
as vias de eliminagdo como os rins, o figado e predominantemente o intestino, o que significa
que a principal via de excre¢do é hepatobiliar, como se pode confirmar pelos elevados niveis
de actividade detectados no figado e intestino e pelo rdpido aumento de actividade no
intestino. No entanto, na excre¢do total da actividade observou-se uma importante

pLs. A excrecdo por via

contribuicdo da excrecdo urinaria, em especial para o complexo
renal manifesta-se pela actividade detectada nos rins 1h apds administracdo que diminuiu
para metade as 2h e pela percentagem de excrecdo total. A velocidade de excrecdo dos dois
complexos é diferente sendo mais rdpida no caso de a5 (24,1+0,5% A.l. e 42,5 £ 6,2% A.l,

111

a 1h e 2h, respectivamente) enquanto a excre¢do média de “InL6 foi de aproximadamente

20% A.l., 2h apds administragao.
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A analise dos resultados obtidos mostrou fixacdo no Utero e ovarios no caso do *InL5

316 esta fixagdo foi de

1,5+0,3%/g e 0,6 + 0,1%/g a 1h e 2h, respectivamente. No caso de
0,4 +£0,1%/g e 0,240,1%/g, a 1h e 2h, respectivamente. De modo a avaliar a especificidade
desta fixacdo para os receptores estrogénicos, grupos separados de animais foram co-
injectados com 17B-estradiol para bloquear os locais de ligacdao aos receptores nos 6rgaos alvo
e o ensaio de biodistribuicdo realizado em paralelo. Na Figura 2.35. apresenta-se a fixacdo

nestes 6rgdos dos complexos *'InL5 e *InL6 em animais sem e com co-injecgdo de 17B-

estradiol.
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Figura 2.35.- Efeito da saturagdo de receptores estrogénicos por co-injec¢éo de 178-estradiol na fixagdo
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no utero e ovdrios dos complexos ~““InL5 e ““InL6, em ratos fémea imaturos da estirpe Sprague Dawley,

2 h apds administragdo (resultados expressos em % A.l./g; n=3).

Os resultados obtidos nos ensaios de bloqueamento mostraram uma ligeira reducdo
na percentagem de fixacdo uterina e ovarica, contudo ndo é evidente o envolvimento dos
receptores de estrogénio nesta fixacdo uma vez que a taxa de captacdo por estes érgdos é
muito baixa, o que se correlaciona com o caracter hidrofilico dos complexos. Por outro lado, a
percentagem de actividade diminuiu para aproximadamente metade nos ensaios realizados as
2h apds administracdo, relativamente a 1 h, indicando que os complexos ndo ficaram retidos o

que sugere que a fixacdo ndo seja mediada pelos receptores de estrogénio.

A selectividade de nL5 e '!InL6 para os drgdos alvo foi avaliada através da
determinacdo das razBes de actividade Utero/sangue, ovdérios/sangue, Utero/musculo,
ovarios/musculo. Devido a rapida captagdo hepatica e a localizacdo anatdmica do figado no
abddémen, foram também calculadas as raz&es utero/figado e ovarios/figado. Estas razdes sdo

apresentadas nos graficos da Figura 2.36.
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Figura 2.36.- Razdes de radioactividade utero/sangue, utero/ musculo, Uutero/figado (A) e
ovdrios/sangue, ovdrios/ musculo, ovdrios/figado (B), em ratos fémea imaturos da estirpe Sprague

Dawley, 1 e 2 h apés administragdo dos complexos 111InL5 e 111InL6 (n=3).

Como se pode observar na Figura 2.36, da rapida depuracdo sanguinea, da rapida

eliminagdo hepética e da baixa taxa de captacdo muscular de !

InL5 resultaram razdes
Utero/musculo superiores a 5 e razdes Utero/sangue e Utero/figado superiores a 1 a partirda 1
h pés-administracdo, o que indica alguma selectividade para orgdos alvo. No caso de *InL6,
estas razbes sdo bastante inferiores, consequéncia principalmente da menor captagdo uterina
deste complexo. As razdes ovarios/orgdo ndo alvo foram inferiores sendo apenas superior a 2,

no caso das razdes ovarios/musculo, o que demonstra uma menor selectividade de ambos os

complexos para este érgao.

Biodistribuicdo dos complexos Gal2 e “Gal7

O perfil de biodistribuicdo dos complexos *’GalL2 e ’Gal7 foi também estudado no
mesmo modelo animal. Os resultados da biodistribuicdo dos complexos “Gal2 e *Gal7,
expressos em percentagem de actividade injectada por grama de érgdo (%A.l./g) sdo

apresentados na tabela 2.13 e Figuras 2.37.e 2.38.
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Tabela 2.13.- Resultados de biodistribuicdo e excre¢do total dos complexos ¥Gal2 e “Gal7 em ratos

fémea imaturos da estirpe Sprague Dawley, expressos em % A.l./g (média * desvio padrdo; n=3).

*Gal2 *Gal7
%A.1./g %A.1./g
Orgio 1h 2h 1h 2h
Sangue 0,9+0.4 0.2+0.1 4,90 + 0,50 3,40 + 1,60
Figado 0,70+ 0,10 0,30+0,10 11,90 + 1,80 5,60 + 0,60
Intestinos 11,40 + 0,70 17,9 + 3,20 15,70 + 2,20 19,20 + 3,90
Bago 0,09 + 0,02 0,04 +0,01 0,70+0,10 0,48 + 0,09
Coragdo 0,16 + 0,03 0,06 + 0,02 1,60 + 0,20 0,98 + 0,22
Pulmdes 0,27 + 0,04 0,09 + 0,03 2,43 +0,04 1,60+1,10
Rins 0,50 + 0,10 0,40 + 0,20 4,00 + 0,30 2,60+ 0,20
Musculo 0,20 + 0,06 0,20 + 0,10 1,71 + 0,02 1,30 + 0,40
Osso 0,16 + 0,05 0,07 + 0,04 1,81 +0,01 1,20+ 0,20
Estémago 0,01 + 0,00 0,03 + 0,02 1,70 + 0,20 0,60 + 0,20
Utero 0,80 + 0,50 0,20+ 0,10 4,30 + 2,30 3,30+ 0,90
Ovarios 0,28 + 0,02 0,17 + 0,09 3,90 + 1,40 2,10+ 0,80
Excrecao
21,1+10,5 21,2 +3,80 9,60 + 0,90
(%A.1.)
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Figura 2.37.- BiodistribuicGo do complexo ’Gal2, em ratos fémea imaturos da estirpe Sprague Dawley,

expressos em % A.l./g (média + desvio padréo; n=3).
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Figura 2.38.- Biodistribuigdo do complexo ¥Gal7, em ratos fémea imaturos da estirpe Sprague Dawley,

expressos em % A.l./g (média + desvio padrdo; n=3).

Os resultados obtidos mostraram que o comportamento in vivo de ¥Gal2 é muito

"y descritos anteriormente, apresentando um perfil de

semelhante ao dos complexos de
distribuicdo bioldgica idéntico. O complexo ®Gal2 foi rapidamente eliminado da corrente
sanguinea (0,9 0,4 %/g e 0,2 £ 0,1%/g, 1h e 2h apds administracdo, respectivamente) por via
hepdtica com rapida eliminagdo através do intestino. A excre¢dao total da actividade foi
superior a 20% A.l,, 1h apds injec¢do. No entanto a fixacdo no Utero e ovarios foi baixa
(0,8+0,5%/g e 0,2+0,1%/g a 1h e 2h, respectivamente). Por outro lado esta fixagdo ndo
diminuiu por co-injec¢do de 17B-estradiol ndo radioactivo indicando claramente que o

complexo ndo é especifico nem selectivo para os orgdos alvo, tal como era expectavel do

estudo in vitro de afinidade para o receptor.

Os ensaios de biodistribuicio do complexo ®’Gal7 em ratos fémea imaturos
mostraram que a sua depuragdo sanguinea foi consideravelmente mais lenta (4,9 £0,5 %/g e
3,4+1,6%/g, 1h e 2h apds administracdo, respectivamente) do que a dos complexos
anteriores. A captacdo hepatica foi muito rapida (11,9 +1,8%/g e 5,6 + 0,6%/g a 1h e 2h,
respectivamente) sendo também eliminado através do intestino. A reten¢do de actividade em
drgdos muito irrigados, tais como pulmdes, coragdo e rins é consequéncia da menor depuragdo
sanguinea. Por outro lado a depuragdao de outros 6rgdaos, como por exemplo o musculo,
também foi mais lenta. Este perfil de biodistribuicao estd concordante com o cardcter lipofilico
deste complexo. A excregdo total da actividade foi bastante inferior (9,6 £ 0,9 %A.l. as 2h apds

administracdo) e ocorre predominantemente por via hepatobiliar. A contribuicdo da excrecdo
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renal foi menor, o que se reflecte na percentagem de actividade detectada nos rins e na
velocidade de excrecdo total.

Relativamente a fixacdo nos orgdos alvo, observou-se acumulacdo da actividade no
Utero (4,0 £ 0,3%/g e 2,6 + 0,2%/g, a 1h e 2h, respectivamente) e ovarios (3,9 + 1,4%/ge 2,1 +
0,8%/g, a 1h e 2h, respectivamente). Nos ensaios com co-injeccdo de 17B-estradiol ndo
radioactivo para saturar os receptores, verificou-se uma diminuicdo da fixacdo para
aproximadamente metade, o que sugere que a acumula¢cdo do composto nestes érgdos seja
mediada pelos receptores estrogénicos. Na Figura 2.39. mostra-se a fixacdo do complexo

”GalL7 no Utero e ovarios em animais com e sem co-injec¢do de 17B-estradiol.

87GaL2 87GaL7
5m 5m
4 4
& 2h mm 2h
= 34 0O 2h+E2 231 0 2h+ E2
< <
8 21 S 21
1+ 1+
o._dal —) 0-
Qo ] o ]
% & % &

Figura 2.39.- Efeito da saturagdo de receptores estrogénicos por co-injec¢io de 178-estradiol na fixagdo
no utero e ovdrios dos complexos Gal2 e 67GaL7, em ratos fémea imaturos da estirpe Sprague Dawley,

2 h apds administragdo (resultados expressos em % A.l./g; n=3).

A selectividade de ¥Gal7 para o Utero e ovarios foi estudada por determinacdo das
razes de actividade Utero/sangue; ovarios/sangue, Utero/musculo, ovarios/musculo,

Utero/figado e ovaérios/figado. Estas razbes sdo apresentadas nos graficos da Figura 2.40.
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Figura 2.40.- Razbes de radioactividade utero/sangue, utero/ musculo, utero/figado e ovdrios/sangue,
ovdrios/ musculo, ovdrios/figado, em ratos fémea imaturos da estirpe Sprague Dawley, 1 e 2 h apds

administragdo do complexo “Gal7 (n=3).

Em consequéncia da maior fixacdo hepatica de *’Gal7 e da sua depuracdo mais lenta,
quer da corrente sanguinea quer do tecido muscular, resultaram razdes 6rgdo alvo/sangue ou
orgdo alvo/figado relativamente baixas (< 0,6), indicando que o complexo embora se localize
nos orgdos ricos em receptores é pouco selectivo para estes 6rgdos. Apenas as razdes

Utero/musculo e ovarios/musculo variaram entre 2 e 3.

Estabilidade in vivo dos complexos *!InL5, **'InL6, ¥ Gal2 e * Gal7

A estabilidade in vivo dos complexos ***InL5, **!InL6, ’GaL2 e ’Gal7, foi determinada
por andlise em RP-HPLC de amostras de soro de rato e de urina recolhidas no momento do
sacrificio (1h e 2h apds administragdo) apos tratamento adequado segundo o procedimento
descrito em 6.7.3. Na Figura 2.41 apresentam-se, como exemplo geral desta avaliacdao, os
radiocromatogramas de RP-HPLC correspondentes a analise de amostras de soro de rato e de

urina recolhidas 2h apés administragdo de dois dos complexos estudados, *'InL5 e *’Gal7.
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Figura 2.41.- Radiocromatogramas obtidos por andlise em RP-HPLC de amostras de soro de rato e de
urina recolhidas 2h apds administragdo de 015 (A) ou ¥Gal7 (B). (coluna: EC 254/4 10-100 C18;
gradiente Et;N/CH;COOH (2,1:2,8) e CH;CN).

A andlise dos radiocromatogramas de soro de rato indica que as espécies
radioquimicas na corrente sanguinea correspondem quase exclusivamente ao complexo
administrado no animal, uma vez que apresentaram tempo de retencdo idéntico,
demonstrando elevada estabilidade in vivo destes complexos. No entanto a analise de
amostras de urina revelou a presenca de espécies radioquimicas com tempo de retencao
inferior ao dos complexos, em percentagem relativamente baixa (<30%). Assim é provavel que
a formacdo destas espécies mais hidrofilicas tenha ocorrido para facilitar a excrecdo dos

complexos.

Biodistribuicéo dos complexos **InL1 e *!InL2

Foram também realizados estudos de biodistribuicio com os complexos *'InL1 e
1012 embora os conjugados de estradiol L1 e L2 n3o apresentassem afinidade para o RE por
ensaio de afinidade in vitro. Como modelo animal utilizaram-se ratinhos fémea da estirpe CD1.
Estes ensaios foram realizados na perspectiva de avaliar a cinética de distribuicdo bioldgica
destes complexos, a sua estabilidade in vivo e para confirmar a falta de selectividade para

tecidos ricos em RE.

Os resultados da biodistribuicdo dos complexos *InL1 e **!InL2 nos drgdos e tecidos
mais relevantes, expressos em percentagem de actividade injectada por grama de drgdo

(%Al/g) sdo apresentados na tabela 2.14 e nos graficos das Figuras 2.42 e 2.43
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Tabela 2.14.- Resultados de biodistribuicao e excregdo total dos complexos pLte

111

fémea da estirpe CD-1, expressos em % A.l./g (média £ desvio padrdo; n=3).

111

InL1 InL2
%A.l./g %A.l./g
Orgio 1h 2h 1h 2h
Sangue 0,4010,20 0,11+0,02 0,40+0,10 0,23 10,02
Figado 9,30+ 1,20 0,80 0,50 6,00+ 1,70 3,80+0,20
Intestino 37,10+ 3,20 40,40+1,10 21,40+ 1,30 26,50 £ 2,80
Bago 0,12 +0,03 0,03+0,01 0,11+0,01 0,06 + 0,01
Coracao 0,11+0,02 0,05+0,01 0,20+0,01 0,09+0,01
Pulmdes 0,20 0,10 0,10 + 0,07 0,37 +0,03 0,19 0,02
Rins 1,30£0.30 0,40%0,01 1,10+0,43 1,00 £ 0,10
Musculo 0,13+0,01 0,04 £0,01 0,20£0,10 0,07 £0,02
Osso 0,14 +0,05 0,06 + 0,01 0,16 £ 0,02 0,10 £ 0,04
Estomago 7,10 0,50 0,60 0,40 1,10+ 0,40 0,46 £ 0,02
Utero 0,09+0,01 0,10+ 0,04 0,28 + 0,06 0,14 +0,03
Ovdrios 0,50+0,30 0,15 + 0,06 0,29 +0,03 0,13 +0,02
Excrecao
10,60+ 1,10 11,50 + 0,80 25,60 + 0,80 26,20 £ 5,60
(%A.1.)
il 1h
CJ 2h
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Figura 2.42.- Biodistribuigdo do complexo InL1, em ratinhos fémea da estirpe CD1, expressos em %

A.l./g (média * desvio padrdo; n=3).
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Figura 2.43.- Biodistribuigdo do complexo InL2, em ratinhos fémea da estirpe CD1, expressos em %

A.l./g (média + desvio padréo; n=3).

A andlise destes resultados mostrou que os complexos **!InL1 e **!InL2 possuem perfis
de distribuicdo bioldgica ligeiramente diferentes quanto a velocidade de eliminagdo. No
entanto, a tendéncia de distribuicdo e os orgdos envolvidos sdo idénticos. Apresentaram uma
rapida depuragdo sanguinea, ndo tendo sido detectada uma fixacao preferencial em qualquer
orgdo excepto no intestino, figado e em menor grau nos rins, drgdos relacionados com as
principais vias de eliminacdo. A via de excrecdo predominante é a via hepatobiliar, padrdo
consistente com o padrdo habitual de excrecdo dos derivados de estradiol. Tal como nos
ensaios de biodistribuicdo descritos anteriormente, observou-se uma acumulacdo muito
rapida da actividade nos intestinos, atribuivel ao caracter hidrofilico dos compostos. Para além
da rapida depuragdo sanguinea, observou-se também uma rapida depurag¢do dos érgdos mais
irrigados, tais como cora¢do e pulmdes. A fixagdo em drgdos ricos em RE foi muito baixa,
inferior a 0,3%/g de Utero e inferior a 0,5 %/g de ovarios. A baixa fixacdo de actividade no
figado e pulmdes, que diminuiu bastante as 2 h apds administragdo, indica que nao houve
libertagdo do radiometal uma vez que este se localizaria nestes drgaos devido a sua elevada
afinidade de ligagdao a transferrina. Por outro lado, a baixa fixagcdo esplénica também indica
auséncia de coldides resultantes de espécies hidrolisadas. A taxa de excrecdo de *InL1 e
112 foi relativamente baixa (11,5 + 0,8%A.l e 26,2 + 5,6%A.1, as 2h, respectivamente) mas é

. . 111
consideravelmente superior no caso de “InL2.

A estabilidade in vivo dos complexos **InL1 e **InL2 foi confirmada por analise em RP-

HPLC de amostras de soro de ratinho e de urina recolhidas no momento do sacrificio. Para
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nenhum dos complexos foram detectadas espécies radioquimicas resultantes de

metabolizacdo

2.5. Conclusoes

Em conclusdo, ao longo do trabalho experimental descrito neste capitulo foram
sintetizados com sucesso, sete novos derivados da molécula de estradiol (L1-L7) conjugados
com diferentes agentes quelantes bifuncionais (DTPA, DOTA, DOTAGA e NOTA). Estes
conjugados de estradiol foram utilizados na sintese de complexos de In/*In e Ga/*’Ga. Assim,
foram sintetizados e caracterizados os complexos inactivos InL1-InL6, GalL2 e Gal7. Ensaios de
ligacdo aos receptores de estrogénio dos conjugados de estradiol e de complexos de In(lll) e
Ga(lll) revelaram que os ligandos L5, L6 e L7 tém afinidade e sdo selectivos para o subtipo a do

RE. Os complexos InL5 e InL6 mantiveram a afinidade para o REa.

Os complexos radioactivos MnL1-*nLe, “Gal2 e ’Gal7 foram obtidos com elevado
rendimento e pureza radioquimica, utilizando baixas concentracdes de ligando. Os complexos
a1, *nL2, *nLs, *InLé e *’Gal2 possuem caracter hidrofilico enquanto os complexos
pL2, *InL4 e “Gal7 tém caracter lipofilico ligeiro ou moderado. Todos os complexos,

013, apresentaram elevada estabilidade radioquimica, por ensaio in vitro, na

excepto
presenca de PBS e soro humano. Na presenga de apo-transferrina, a maioria dos complexos
mostraram ser estaveis ndo se tendo observado transquelatagdo do ido metdlico. A maioria

dos complexos mostraram também ser cineticamente inertes em solugdo de DTPA.

O estudo da captacdo de InL1-'"InL6, ¥GalL2 e ¥Gal7 em linhas celulares de
adenocarcinoma da mama de origem humana, MCF-7 e MDA-MB-231, revelaram taxas de
captacdo relativamente baixas, consistentes com o caracter hidrofilico da maioria dos
compostos, o que ndo favorece a entrada nas células. Os niveis maximos de captagdo foram
obtidos com o complexo ¥’GalL7. No entanto, o conjunto dos resultados obtidos sugere que a
acumulacdo de alguns dos complexos nas células MCF-7 podera estar relacionada com um

mecanismo mediado pelos receptores de estrogénio.

De um modo geral, os complexos a1, ™inL2, *inLs, *inLe, ¥Gal2 e “Gal7
apresentaram elevada estabilidade in vivo e um perfil de biodistribuicdo semelhante
destacando-se a rapida depuragdo sanguinea, rapida captacdo hepatica e elevada fixacdo

intestinal. A via de excrecdo predominante é hepatobiliar. O composto *’Gal7 apresentou os
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valores mais elevados de fixacdo no Utero e ovarios. Ensaios de saturacdo dos receptores

apontaram para um mecanismo mediado pelo RE.

142



Capitulo 3

Sintese e Avaliacéo Biologica
de uma Moleécula Hibrida

Estradiol/Alaranjado de Acridina






3. Sintese e Avaliagao Biologica de uma Molécula Hibrida
Estradiol/Alaranjado de Acridina

O trabalho proposto para esta tese, tal como referido anteriormente, visava explorar a
utilizacgdo da molécula de estradiol para veicular o radionuclideo ™In e/ou unidades
intercaladoras de ADN para os receptores de estrogénio presentes em células tumorais tendo
por objectivo a terapia dirigida do cancro da mama. Neste capitulo abordam-se, de modo
muito breve, alguns aspectos relacionados com a utilizacdo de agentes citostaticos em
guimioterapia. Em seguida apresenta-se a sintese e caracterizacdo de uma molécula hibrida
estradiol/ alaranjado de acridina e a sua avaliacdo biolégica em células de adenocarcinoma da

mama de origem humana.

3.1. Consideragoes Gerais

O tratamento do cancro da mama requer obrigatoriamente uma abordagem
multidisciplinar englobando a quimioterapia como uma modalidade terapéutica por via
sistémica, que permite melhorar a sobrevivéncia das doentes com cancro da mama quando
utilizada como terapia primaria ou adjuvante. Nas doentes que desenvolvem metdstases a
guimioterapia é utilizada como terapia paliativa, possibilitando uma melhoria da qualidade de
vida e um aumento da sobrevivéncia.’*’

Em quimioterapia sdo utilizados farmacos que interferem com os processos de divisdo
celular mediante interacgdo com o ADN. Deste modo podem suprimir a replica¢do de genes ou
mesmo a sua transcricdo, com vista a destruicdo de células tumorais. Estes farmacos podem
apresentar diversos mecanismos de acgao e englobam agentes alquilantes (e.g. mostardas de
azoto), antimetabolitos (e.g. analogos do acido fdlico), antimitéticos (e.g. taxol), antibidticos
antitumorais (e.g. daunorrobicina), inibidores da topoisomerase Il (e.g. antraciclinas) ou

intercaladores de ADN.?®

O facto de as células tumorais se propagarem mais rapidamente do
que as células normais torna-as mais susceptiveis a ac¢do imunossupressora destes agentes

quimioterapéuticos.

A aplicacdo clinica em quimioterapia da maioria dos agentes anticancerigenos esta

limitada pela sua falta de selectividade para as células tumorais e pelos efeitos secundarios
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adversos que lhe estdo associados, nomeadamente os efeitos tdxicos em células normais,
especialmente nos tecidos de proliferacao rapida e pela eventual necessidade de administrar
doses mais elevadas de farmaco com os consequentes riscos de toxicidade aguda. Estes riscos
podem ser minimizados melhorando a selectividade para o tecido alvo. Uma das abordagens
gue tem sido seguida para esse efeito consiste na conjugacdo dos agentes antitumorais a

moléculas com reconhecida selectividade para o tumor.”"*?

Da conjugacao de duas
estruturas biologicamente activas, uma biomolécula especifica para o tumor e uma unidade
antitumoral, devera resultar um composto hibrido com propriedades quimioterapéuticas
acrescidas. No caso particular de tumores que expressam receptores de estrogénios, esta
estratégia envolve a conjugacdo de uma hormona esterdide a um agente quimioterapéutico,
nomeadamente a intercaladores de ADN, complexos metalicos citotdxicos ou qualquer outro

162217223229 para que a molécula hibrida mantenha a eficicia

agente anticancerigeno.
terapéutica e aumente a selectividade para o tumor, as modificacdes quimicas necessarias a
reaccdo de conjugacdo nao devem afectar a actividade bioldgica de cada uma das unidades.
Alguns conjugados hibridos derivados do estradiol tém sido propostos como agentes

guimioterapéuticos (Figura 3.1.).

OH
HO

3.1 3.2 3.3

Figura 3.1.- Compostos hibridos derivados do estradiol propostos como agentes quimioterapéuticos:

Estrona-daunorrubicina (3.1), estradiol-daunorrubicina (3.2) e estradiol-taxol (3.3) *>

Dos farmacos utilizados em quimioterapia, as antraciclinas e os taxanos sdo os
citostaticos mais eficazes no tratamento do cancro da mama metastatico. O mecanismo de
accdo das antraciclinas consiste essencialmente na inibicdo da replicagdo, reparacdo e
transcricdo de ADN, por inibicdio das enzimas topoisomerases Il. A daunorrubicina e a

doxorrubicina (adriamicina®) pertencem a familia de antibidticos da antraciclina que

146



Sintese e Avaliagdo Bioldgica de uma Molécula Hibrida Estradiol/Alaranjado da Acridina: Capitulo 3

intercalam com a molécula de ADN e sdo muito utilizadas em clinica devido as suas multiplas
aplicacdes. Estas antraciclinas sao frequentemente utilizadas em quimioterapia tanto em
regime de monoterapia como em quimioterapia combinada.”® A principal desvantagem em
termos de aplicacdo clinica destes compostos é a sua elevada cardiotoxicidade em
consequéncia da producdo de radicais livres de oxigénio o que limita a dose a administrar.
331,332

A daunorrubicina tem sido conjugada tanto a estrogénios, designadamente a derivados
de estrona ou de estradiol (Figura 3.1.) como a antiestrogénios (e.g. derivados do
tamoxifeno).””® Contudo, a avaliacdo bioldgica revelou que a afinidade de ligagdo destes
compostos para o RE é negligencidvel ou muito fraca, ndo sdo selectivos para tumores da
mama com positividade para o RE e que a citotoxicidade nas células tumorais é inferior a da
daunorrubicina n3o conjugada.226,?2%**

A doxorrubicina tem uma estrutura quimica muito semelhante a da daunorrubicina mas
€ muito mais eficaz no tratamento de tumores sélidos. Contudo, os efeitos secundarios e a
resisténcia tumoral intrinseca ou adquirida apds terapia tém limitado uma maior aplicacdo
clinica. Na tentativa de aumentar a sua selectividade, a conjugacdo da doxorrubicina a ligandos
especificos para tumores tem sido alvo de intensa investigacdo nos Ultimos anos.222,2*

Os taxanos possuem ac¢ao antimitdtica sobre as células inibindo a formag¢do do fuso
mitético por estabilizagdo dos polimeros da tubulina, conduzindo a morte celular. Para
beneficiar simultaneamente das propriedades antimitéticas do paclitaxel (Taxol®) e da elevada
afinidade de ligacdo do estradiol para o RE, Kingstom e colaboradores prepararam conjugados
de estradiol/paclitaxel (Figura 3.1.).” No entanto, estes conjugados mostraram ser menos

potentes do que o paclitaxel ndo conjugado ndo apresentando selectividade para células que

expressam este receptor.

Outros compostos hibridos preparados por conjugacdo da molécula do estradiol, a
diversas unidades quimioterapéuticas foram também propostos como agentes antitumorais,
nomeadamente conjugados estradiol/geldanamicina, estradiol/nitrosureias,
estradiol/clorambucila, estradiol/nucledsidos, estradiol/platina. No entanto, até ao momento
nenhum satisfaz os requisitos necessarios a sua potencial aplicacdo terapéutica. Na maioria
dos estudos, os compostos hibridos mostraram ser menos eficazes para o alvo em questdo do
gue as moléculas biologicamente activas ndo ligadas. De um modo geral observou-se uma
perda de afinidade para o receptor, falta de selectividade para as linhas celulares e até mesmo

uma reducdo da citotoxicidade quando comparada com a da unidade terapéutica.
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Hanson e colaboradores exploraram uma nova abordagem em que utilizaram derivados
do estradiol com actividade antiestrogénica conjugados a diversas unidades terapéuticas, tais
como mitomicina C, geldanamicina e doxorrubicina. Com um conjugado
estradiol/doxorrubicina (Figura 3.2.) obtiveram um composto hibrido que demonstrou em
células do cancro da mama o efeito sinergistico entre o antiestrogénio que actuou como
molécula vectorizante e a doxorrubicina. A avaliacao bioldgica confirmou o efeito citotdxico do

composto e a sua captacdo celular.??**
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Figura 3.2.- Composto hibrido estradiol/doxorrubicina (3.4). 222,234

Os intercaladores de ADN constituem uma classe de compostos com grande relevancia
no desenvolvimento de agentes quimioterapéuticos. Geralmente estes intercaladores
possuem estrutura planar policiclica em que varios anéis aromaticos estao fundidos entre si. A
intercalagdo com o ADN envolve a introdugao da molécula entre dois pares de bases vizinhas
das cadeias de dupla hélice do ADN, interrompendo desse modo as suas fungGes bioldgicas. A
ligagdo ocorre através de interacgdes hidrofdbicas, idnicas, ligagdes de van der Waals e pontes
de hidrogénio provocando o alongamento da cadeia. Por outro lado a presenga de grupos

funcionais bésicos, catiénicos ou electrofilicos favorece a intercalagdo.*®

A acridina e seus derivados pertencem a uma classe de compostos cuja capacidade de
interaccdo com o ADN é bem conhecida. Estes compostos encontram-se protonados no dtomo
de azoto da unidade aromdtica, mesmo em condi¢des neutras, e os catides resultantes sdo
bons agentes intercaladores. A citotoxicidade da maioria destes compostos resulta da sua
capacidade para suprimir a actividade das topoisomerases e consequentemente afectar a
proliferacdo celular. A 3,6-dimetilaminoacridina, vulgarmente conhecida por alaranjado de
acridina (AO, Figura 3.3.) € um composto catidnico que atravessa a membrana plasmatica das
células interagindo com o ADN por intercalacdo, e com o ARN através de interaccbes
electroestaticas.”’” Devido as suas estruturas aromdticas planares apresentarem uma
absortividade molar moderadamente elevada na regido do UV, o AO emite uma alta
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intensidade de fluorescéncia que aumenta quando intercalado com o ADN.?%%’

O espectro de
fluorescéncia apresenta um maximo de excitacdo (A.,) a 502 nm e um maximo de emissdo (Aem)
a 525 nm. Apresenta também metacromismo ou seja, emite dois tipos de fluorescéncia: verde
(Aem = 530 nm) quando intercala em cadeias duplas de ADN e vermelha (A, = 640 nm) quando
se associa a cadeias simples de ADN ou a ARN no mesmo comprimento de onda de excitacao
(Aex = 488 nm).2*?* Devido as suas propriedades fluorescentes, o AO é utilizado como corante

do ADN e na deteccao de ADN celular tanto em ensaios in vitro como em ensaios celulares in

vivo (e.g. microscopia de fluorescéncia, citometria de fluxo).

\T SN T/

3.5

Figura 3.3.- Estrutura do alaranjado da acridina (3.5)

Devido a sua acgdao como intercaladores, andlogos da acridina tém sido conjugados a
outros compostos para promover a sua interaccio com o ADN.¥714423828 Egreyes e
colaboradores sintetizaram complexos de Re(l) e *™Tc(l) contendo a unidade intercaladora AO
e um analogo da bombesina para alvejar especificamente os receptores de membrana do
péptido de libertagdo da gastrina, GRP, em células tumorais. Estudos em células de
adenocarcinoma da prdstata PC-3 demonstraram a localizagao intracelular dos complexos com

acumulag3o ao nivel do ntcleo.”

Tendo por objectivo alvejar o receptor estrogénico de modo selectivo para fins
terapéuticos, explorou-se uma nova estratégia que consistiu na sintese e avaliacdo bioldgica
de uma molécula hibrida derivada do estradiol funcionalizado na posi¢do C16 com a unidade
intercaladora alaranjado da acridina (Figura 3.4.). Com este estudo preliminar, pretendeu-se
determinar se o receptor de estrogénio é tolerante a introducdo do AO nesta posicdo da
biomolécula e se o conjugado tem capacidade de atravessar as membranas plasmaticas e
nuclear, requisito essencial para ocorrer a intercalagio com o ADN. A escolha do AO estd
relacionada com a sua reconhecida capacidade de interagir com o ADN e com as suas

propriedades fluorescentes que facilitam a sua detecgao.
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Assim, neste capitulo apresenta-se a sintese e caracterizacdo da molécula hibrida
estradiol/alaranjado de acridina. Seguidamente procedeu-se a avaliacdo bioldgica do
conjugado estradiol/alaranjado da acridina através da realizagdo de estudos de afinidade de
ligacdo ao receptor de estrogénio, de determinacdo da inibicdo da proliferacdo celular e da

determinacao da localizacdo intracelular, por microscopia de fluorescéncia confocal.

Figura 3.4.- Conjugado estradiol/alaranjado da acridina

3.2. Sintese e Caracterizagago do Composto Hibrido
Estradiol/Alaranjado de Acridina

Nesta seccdo descreve-se a sintese e caracterizacdo do composto hibrido
estradiol/alaranjado de acridina resultante da conjuga¢do de um derivado de estradiol com a

unidade intercaladora de ADN, AO, para posterior avaliagdo bioldgica.

No esquema 3.1. apresenta-se a estratégia utilizada para a sintese do conjugado
estradiol-AO. Resumidamente, o conjugado estradiol-AO 3.8 foi obtido por N-alquilagdo da
amina terciaria do AO com o derivado do estradiol, 16a-(4-bromobut-2-eno)estrona 2.3
(seccdo 2.2.1). Seguidamente procedeu-se a reducdo do grupo carbonilo em C17 a hidroxilo

seguida de hidrélise acida, para remogao do grupo terc-butildimetilsilano.
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Esquema 3.1.- Sintese do derivado estradiol-AO (3.8)
i) Alaranjado da acridina, Na,CO;, Nal, p-xileno, refluxo, 40h; ii) LiAlH, THF seco, -78°C, 30 min;
iii) HCl/MeOH (2:98), t.a., 6h

Assim, o conjugado 3.6 foi obtido por N-alquilagdo da amina heterociclica do AO com o
brometo precursor 2.3, na presenga do solvente p-xileno. Como o AO é um composto pouco
reactivo optou-se por utilizar o p-xileno para garantir a obteng¢do de temperaturas de refluxo
superiores a 140 °C favorecendo assim, a reaccdo de alquilagcdo. Apds purificacdo, por
cromatografia em coluna de silica gel utilizando como eluente uma mistura de
diclorometano/metanol, obteve-se o conjugado 3.6 com um rendimento total de 37% sob a

forma de um sdlido vermelho escuro.

O conjugado 3.6 foi caracterizado pelas técnicas analiticas usuais em quimica (RMN-'H,
RMN-"C, ESI-MS) que confirmaram a estrutura do composto pretendido. Da andlise do
espectro de RMN de 'H de 3.6 relativamente ao do precursor 2.3, observa-se o aparecimento
dos sinais adicionais entre 7,07 ppm e 8,29 ppm correspondentes aos protdes aromaticos do
cromdforo alaranjado de acridina. A campo mais alto, observa-se um singuleto com um desvio

quimico de 3,12 ppm correspondente aos protdes metilicos (CH;-N) do croméforo.

No espectro de RMN de *C de 3.6 salienta-se o aparecimento de 11 ressonancias

entre 112,94 ppm e 153,47 ppm correspondentes aos carbonos tercidrios e quaternarios das
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unidades aromaticas do AO e da estrona, assim como dos carbonos da cadeia insaturada. O
sinal correspondente ao grupo carbonilo em C17 surge a campo mais baixo com um desvio
guimico de 220,71 ppm. A 29,67 ppm e 14,10 ppm observam-se as ressonancias atribuiveis aos
grupos metilo na unidade intercaladora AO e ao grupo metilo em C18 da molécula da estrona,
respectivamente. Observam-se igualmente duas ressonancias com desvios quimicos de 25,68
ppm e -4,39 ppm correspondentes aos sinais dos carbonos dos grupos CH; presentes no grupo

protector TBDMS.

A reacc¢do seguinte consistiu na redugdo do grupo carbonilo em C17 a hidroxilo, na
presenca de um excesso de LiAlH,. O derivado 3.7, obtido na reac¢do de redugdo, nao foi
isolado nem caracterizado e apés tratamento adequado com agua, para remocdo do excesso
de LiAlH;, o grupo TBDMS, em C3, foi removido por hidrélise acida. O conjugado hibrido
estradiol-AO 3.8 foi obtido com um rendimento de 60% a partir do composto 3.6 e
caracterizado pelas técnicas usuais em quimica, tais como RMN *H, RMN “*C, DEPT e ESI-MS. A
analise do espectro de RMN de 'H revelou-se muito complexa e de dificil interpretacdo n3o
permitindo efectuar a caracterizacdo inequivoca do composto 3.8. Contudo foi possivel
observar o desaparecimento das ressonancias correspondentes aos protdes metilicos do grupo

protector TBDMS. Na Figura 3.5. é apresentado o espectro de RMN de “*C do composto

hibrido 3.8.

CH,
cis
CH
: 2 e, CH
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Figura 3.5.- Espectro de RMIN de B¢ do conjugado hibrido estradiol-AO 3.8 (*CD50D)
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A andlise do espectro de RMN de “C revelou-se crucial para a caracterizagdo do
conjugado hibrido estradiol-AO 3.8. A atribui¢o das ressonancias de *C foi feita com o auxilio
de uma experiéncia de DEPT. No espectro de RMN **C do conjugado hibrido estradiol-AO 3.8
observam-se todos os sinais esperados, de acordo com a estrutura proposta. Destacam-se o
aparecimento a 88,07 ppm do sinal correspondente ao carbono C17-H confirmando a
configuracdo 17B-OH da molécula™* e o desaparecimento dos sinais devidos aos carbonos do

grupo protector TBDMS.

No espectro de massa ESI-MS do conjugado 3.8, obtido em modo positivo, detectou-se
um pico maioritario correspondente ao iZo molecular [M]* (m/z 590,4) que apresenta um

desdobramento concordante com a estrutura esperada

3.3. Avalia¢do Bioldgica do Composto Estradiol/Alaranjado de

Acridina

Nesta seccdo descrevem-se os estudos bioldgicos realizados com o conjugado hibrido
estradiol-AO 3.8, que incluiram a determinagao da afinidade de ligagdo para os receptores de
estrogénio, por ensaio competitivo com *H-estradiol, a determinacdo do seu efeito na
viabilidade celular em linhas celulares de adenocarcinoma da mama de origem humana,
MCF-7, pelo método de MTT e a sua localizacdo intracelular por microscopia de fluorescéncia

confocal.
3.3.1. Determinacgao da afinidade de ligagao ao receptor estrogénico

A afinidade de ligagdo aos receptores de estrogénio, subtipos REa e REB, foi
determinada por um ensaio competitivo entre o conjugado hibrido 3.8 e o *H-estradiol para os
locais de ligacdo ao receptor isolado, comparativamente ao composto de referéncia 17f3-
estradiol, segundo o método anteriormente descrito (sec¢do 2.4.1). Os resultados foram

expressos em termos de percentagem de *H-estradiol ligado ao receptor.

Na Figura 3.6. apresentam-se os graficos que mostram a percentagem de *H-estradiol
ligado aos receptores (REa e REB) em funcdo da variacdo do logaritmo da concentragdo do
conjugado 3.8. A partir das curvas obtidas foi possivel determinar os valores de ICs, para REa e

REB, respectivamente 199,3 nM e 3,1 uM_Nas mesmas condi¢des experimentais, os valores de
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ICs, obtidos para o 17B-estradiol foram de 20,3 nM e 16,3 nM para REa e REB,

respectivamente.
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Figura 3.6.- Representagdo grdfica do *H-estradiol ligado ao RE (%) em fungdo da variagdo do logaritmo

da concentragdo do conjugado hibrido 3.8 no REa (A) e REB (B)

Os valores de RBA calculados a partir dos valores de ICsy encontrados

experimentalmente, bem como a selectividade para o subtipo REa, sdo apresentados na

tabela 3.1.

Tabela 3.1.-Valores de RBA, expressos em %, determinados para o composto 3.8, em comparagao com o

17B-estradiol para os receptores REa e REP.

Composto REa (%) REB (%) REa/REB
17B-estradiol 100 100 1
3.8 10,2 0,52 19,2

Da analise dos resultados (tabela 3.1.) verificamos que conjugado 3.8 apresenta um
valor de RBA de aproximadamente 10% para o subtipo REa o que demostra que este
composto ndo perde totalmente a afinidade de ligagdo para este subtipo do receptor
estrogénico. Por outro lado, apresenta alguma selectividade (a/B= 19,2) para o receptor REa.
Os valores obtidos demonstram que o receptor tolera a introdugdo do alaranjado de acridina
na posi¢cdo C16 da molécula do estradiol e que a modificacdo estrutural necessaria a reac¢do
de conjugacdo ndo impede totalmente a ligagdo ao receptor. Estes resultados, quando
comparados com estudos de afinidade de outros conjugados de estradiol para o RE, sdo

bastante encorajadores uma vez que os valores de RBA s3do superiores aos valores descritos na

229

literatura.”” No entanto Hanson e colaboradores encontraram valores de afinidade de ligacao
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da mesma ordem de grandeza (RBA=7%) para um conjugado hibrido modificado na posicdo

11B do estradiol.**

3.3.2. Determinagao da inibi¢ao da proliferagao celular

Um composto para actuar como agente anticancerigeno deve actuar como inibidor da
proliferacdo das células tumorais. Assim, tendo em consideragdo a reconhecida citotoxicidade
do alaranjado de acridina é expectavel que o conjugado estradiol-AO, que apresenta alguma
afinidade de ligacdo para o RE, tenha efeito citotdxico em células que sobreexpressam estes

receptores.’*®

A citotoxicidade do conjugado estradiol-AO 3.8 foi avaliada através da sua capacidade
para inibir a proliferacdo celular de células de cancro da mama de origem humana que
expressam o receptor estrogénico (RE+) pelo teste de MTT. Este ensaio mede a quantidade de
MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) reduzido a formazan (cristais
insollveis de cor purpura) por ac¢do das desidrogenases mitocondriais, enzimas localizadas na
membrana mitocondrial das células metabolicamente activas e que estdo envolvidas na
fosforilagdo oxidativa, ou seja, a viabilidade celular é proporcional & reducdo de MTT.?"
Resumidamente, células tumorais MCF-7 foram incubadas com solu¢Ges do composto 3.8 em
meio de cultura com concentracées variaveis (10 nM- 100 uM). Apds 72 horas a 37 °C, mediu-
se a viabilidade celular por adicdo do MTT. Apds 3 h de incubacdo a 37 °C, os cristais de
formazan formados foram solubilizados em DMSO e a absorvancia das solu¢des foi medida a
570 nm. O numero de células vidveis é proporcional a quantidade de cristais de formazan
formados, sendo o valor estimado com base na absorvancia medida. Os resultados foram
expressos em percentagem de células vidveis relativamente a células ndo sujeitas a qualquer

tratamento.

A eficacia de 3.8 para inibir a proliferacdo celular de MCF-7 foi avaliada através da
determinagdo do ICs,, a concentragdo de composto necessdria para inibir em 50% a
proliferacdo celular. Os valores de ICs, foram calculados a partir das curvas de inibicdo, através
do programa de software GraphPrism 5.0, e foram comparados com os valores de ICsq obtidos
com 17B-estradiol no mesmo ensaio. O 17B-estradiol foi utilizado como composto de
referéncia devido a sua conhecida citotoxicidade e capacidade de danificar o ADN em

consequéncia da sua actividade estrogénica.’*®
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Na Figura 3.7. apresenta-se o grafico que representa a percentagem de células vidveis
em funcdo da variacdo do logaritmo da concentracdo do conjugado 3.8. e do composto de

referéncia 17B-estradiol.
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Figura 3.7.- Viabilidade das células MCF-7 na presenga de concentragbes crescentes dos compostos 176-
estradiol (E,) e 3.8, apds 72h de incubacgdo a 37°C. Os resultados foram expressos em % de células vidveis

em fungéo do log C (mol/dm’).

Das curvas de inibicdo obtidas com as células MCF-7 foi possivel determinar os valores
de I1Cso, 30,7 £ 10,6 uM e 42,6 £ 11,8 uM respectivamente para o conjugado 3.8 e para o 17f3-

estradiol.

Estes resultados indicam que o composto 3.8 tem um efeito moderadamente
citotéxico para concentracbes superiores a 30,7 UM sendo este valor da mesma ordem de
concentracdo do resultado encontrado para o 17B-estradiol (42,6 uM) no mesmo ensaio. Por
outro lado, este valor de ICsy para o 17B-estradiol é da mesma ordem de concentra¢do do
valor encontrado por Oda e colaboradores (ICs; >50uM) em células de fibroblasto pulmonar

V79 249

3.3.3. Estudos de captagao celular e de localizagao intracelular

Com base na fluorescéncia intrinseca da unidade intercaladora AO conjugada a
molécula do estradiol, recorreu-se a microscopia de fluorescéncia confocal para visualizar a
captacdo celular do conjugado hibrido 3.8. Através da obtenc¢do de imagens de fluorescéncia
avaliou-se a sua capacidade para atravessar a membrana celular, a sua distribuicdo e a sua

localizagdo no interior da célula a nivel celular e subcelular, em tempo real.

Para este estudo utilizaram-se células MCF-7 vivas, de acordo com o procedimento

descrito em 6.6.3. Apds incubacdo das células durante 24h a 37°C, para total aderéncia a caixa
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Petri, as células foram expostas a dois tipos de sondas fluorescentes, o dehidroetidio (DHE) ou
o 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) durante um reduzido intervalo de tempo. Estas sondas
emitem fluorescéncia a comprimentos de onda diferentes do comprimento de onda de
emissao do conjugado estradiol-AO sendo por isso utilizadas como referéncia para visualizar a
sua localizacdo no interior das células. O DHE é um composto que se acumula no interior das
células, é oxidado a etideo, emitindo fluorescéncia vermelha. O DAPlI é uma sonda
fluorescente, comercialmente disponivel, que emite fluorescéncia azul ciano permitindo a

localizagdo do nucleo da célula devido a sua forte ligagdo ao ADN.

As imagens sequenciais por microscopia de fluorescéncia confocal foram obtidas em
cada minuto apds adicdo de uma solucdo 100 uM do composto 3.8. A concentracdo de
conjugado foi estabelecida com base nos resultados dos ensaios de inibicdo da proliferacdo
celular descrito anteriormente (seccdo 3.3.2) de modo a garantir que a intensidade de
fluorescéncia fosse adequada ao longo do tempo de duracdo do ensaio (1h-3h) e permitisse a

aquisicdo das imagens, sem apresentar efeitos citotdxicos.

O ensaio de localizagdo com o DHE permitiu determinar a distribuicdo do conjugado
hibrido no interior das células. Na Figura 3.8., sdo apresentadas as imagens de fluorescéncia de
células MCF-7 apés incubagdo com o composto 3.8 e com o composto DHE, até 10 min de

incubacao.

0 min 2 min 10 min

MCF-7 + 3.8

MCF-7 + DHE
Figura 3.8.- Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia confocal de células MCF-7 ao longo de
10 min tratadas com uma solugdo de composto 3.8 100 uM (fluorescéncia verde) ou com uma solugéo de

DHE (fluorescéncia vermelha)..
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Pela analise das imagens, foi detectada fluorescéncia verde no citoplasma e no nucleo
das células sendo possivel afirmar que o conjugado 3.8, atravessou rapidamente a membrana
plasmatica acumulando-se no interior das células, no citoplasma e no nucleo. A localizagdo da
sonda nas mesmas células foi detectada através da fluorescéncia vermelha do etideo,

confirmando a distribuicao celular.

Na Figura 3.9., sdo apresentadas as imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia

confocal do conjugado 3.8 e do composto DAPI.

Imagem de campo claro DAPI + 3.8
(brigth field)

Figura 3.9.- Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia confocal de células MICF-7 apds exposigcdo
ao DAPI (fluorescéncia azul), exposi¢cGo a uma solugéo 100 uM de composto 3.8 (fluorescéncia verde),

durante 1 h sequida de co-localizagdo com DAPI (em baixo a direita). A seta branca indica o ntcleo.

Como se pode verificar pela andlise das imagens apresentadas na Figura 3.9. foi
detectada fluorescéncia verde no citoplasma e no nucleo das células. Esta observacgdo
confirma os resultados obtidos no ensaio anterior com o DHE. O composto 3.8 consegue
atravessar as membranas celular e nuclear. As imagens sugerem ainda que o conjugado 3.8
mantem a capacidade de intercalar com o ADN uma vez que é detectada fluorescéncia verde
no nucleo das células e o AO, devido a sua propriedade do metacromismo sé emite
fluorescéncia verde apés intercalagdo com o ADN. Por outro lado, a sobreposi¢cdo das imagens
obtidas com DAPI, corante com reconhecida capacidade de ligagcdo ao ADN, e 3.8 demonstrou

a co-localizagdo dos dois compostos.
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3.4. Conclusoes

Foi sintetizado e caracterizado um hibrido de estradiol funcionalizado na posi¢cdao C16
com a unidade intercaladora de ADN, o alaranjado da acridina. Os estudos de avaliacdo
bioldgica indicaram que o conjugado hibrido 3.8 é selectivo e possui moderada afinidade de
ligacdo ao REa (RBA= 10,2 %). Inibe a proliferacdo celular de células MCF-7 apresentando um
ICs5o de 30,7uM, apds 72h de incubacdo. As imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia
confocal revelaram que o composto 3.8, apds atravessar a membrana plasmatica, se localiza
no citoplasma e no nucleo da célula. As imagens obtidas sugerem também que 3.8 mantém a

capacidade de interagir com o ADN da célula.

Estes resultados preliminares sugerem o potencial deste composto como agente
guimioterapéutico perspectivando-se a confirmacdo da sua capacidade de interaccdo com a
molécula de ADN através da utilizacdo de outras técnicas analiticas, nomeadamente
espectroscopia de UV-visivel, fluorescéncia e dicroismo cirlular e linear. Caso essa interaccdo
se confirme, antecipa-se a sintese de novas sondas derivadas do estradiol que integrem
simultaneamente a unidade intercaladora de ADN e um agente quelante para complexacdo de
111

In de modo a avaliar o eventual efeito sinergistico para terapia dirigida do cancro da mama

com positividade para RE.
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4. Sintese e Avaliagdo Biologica de Derivados 16a-Estradiol

Conjugados a Sondas Fluorescentes

O ambito do trabalho apresentado nesta tese insere-se no desenvolvimento de novos
ligandos para o receptor estrogénico tendo em vista o diagndstico de tumores da mama.
Considerando a estratégia definida, que tira partido da elevada afinidade do estradiol para
este receptor, foram sintetizados compostos derivados do estradiol contendo uma sonda
fluorescente. O objectivo final consistia na preparacdo de uma sonda bimodal que
incorporasse simultaneamente a biomolécula, a sonda fluorescente e uma unidade quelante
bifuncional capaz de estabilizar radiometais trivalentes. Neste capitulo descreve-se a sintese,

caracterizacdo e a avaliacdo biolégica desta nova classe de compostos.

4.1. Consideragoes Gerais

As sondas bimodais ao permitirem a obtencdo de imagens por duas modalidades

diferentes fornecem informacgdo complementar melhorando a precisdo do diagndstico.”® N

o
caso particular de sistemas bimodais que combinam imagiologia éptica e nuclear podem ter
aplicagbes clinicas e pré-clinicas importantes. Enquanto os radionuclideos possibilitam a
deteccdo inicial, os eventos subsequentes podem ser monitorizados longitudinalmente por
imagiologia 6ptica.'’”> Neste contexto, a concepgdo e sintese de novos agentes bimodais,
susceptiveis de ser utilizados simultaneamente por SPECT ou PET e por imagiologia dptica, tem
sido alvo de especial interesse nos Ultimos anos.'’”> Mas apesar da sua elevada sensibilidade e

natureza complementar a combina¢do destas duas modalidades de imagem é rara o que se

pode atribuir especialmente a dificuldades de sintese.'’®

As técnicas de imagiologia 6ptica oferecem a possibilidade de seguir em tempo real os
processos biolégicos de modo ndo invasivo em organismos vivos. De entre estas técnicas a
imagiologia de fluorescéncia baseia-se na detec¢dao de uma sonda fluorescente apés excitagcdo
luminosa a um determinado comprimento de onda. Assim, os compostos fluorescentes sdo
bastante utilizados em imagiologia de fluorescéncia em estudos pré-clinicos uma vez que

. . see , . 251
podem servir como biomarcadores especificos de moléculas, células ou receptores.”” Sempre

que um composto fluorescente se encontra no seu estado excitado (S;), apds absor¢ao de um
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fotdo, volta ao seu estado fundamental (S;) por emissdo de fluorescéncia. O este processo

ocorre em menos de 107s.

Actualmente existe uma ampla variedade de fluoréforos organicos disponiveis, cujo
comprimento de onda (c.d.o) de emissdo varia desde a zona do visivel (400-700 nm) a zona de
IV (700-1000 nm) com potencial para utilizagdo como sondas épticas. As principais familias de
cromdforos utilizados pertencem a familia das cumarinas, fluoresceinas, cianinas e rodaminas.

(Figura 4.1.).*
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Figura 4.1.- Fluoréforos orgdnicos mais comuns.

No processo de fluorescéncia hd que considerar varios aspectos nhomeadamente o
comprimento de onda maximo de absor¢do (Am.) € 0 comprimento de onda maximo de
emissdo (A.m). Normalmente, o A., € maior que o An., devido a perda de energia na
reorganiza¢do do solvente ou outros processos. A diferenga entre o A, € 0 A € designada de
deslocagdo de Stokes. Um desvio de Stokes muito pequeno pode condicionar a utilizagdo de
certos fluoréforos no acoplamento as biomoléculas uma vez que estes sdo susceptiveis de se
auto-extinguirem (quenching) por transferéncia de energia. Outro pardmetro importante a
considerar num fluoréforo é o coeficiente de extingdo (g), que correlaciona a quantidade de
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luz absorvida, num dado comprimento de onda, com a concentracdo do fluoréforo em solucao

assim como o rendimento quéantico (¢).”*

Das sondas fluorescentes disponiveis, os derivados 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indaceno (BODIPY) apresentam excelentes caracteristicas fotofisicas. O BODIPY pertence a
classe dos fluordforos organicos e é constituido por uma unidade dipirrometano que esta

estabilizada por um dtomo de boro (Figura 4.2.).

SN
S A

\B/+\
7N\
F F

Figura 4.2.-Estrutura quimica base dos derivados BODIPY com as posi¢es onde tém sido introduzidos

substituintes. (Adaptado de 23)

Treibs e Kreuzer sintetizaram o primeiro derivado BODIPY, em 1968, por acetilagdo do
2,4-dimetilpirrolo com anidrido acético na presenca de trifluoreto de boro e o6xido de

etileno.”?

As principais vantagens dos derivados BODIPY consistem na sua elevada
estabilidade térmica e fotoquimica, elevado rendimento quantico, elevado coeficiente de
extincdo, bandas de emissdo bem definidas e solubilidade em muitos solventes organicos.
Desde entdo, o numero de publicacdes relacionadas com derivados BODIPY é bastante grande

devido as suas propriedades Unicas.”**’

Em 1993, French e colaboradores sintetizaram um derivado 7a-estradiol
funcionalizado com um derivado BODIPY (Figura 4.3.) com afinidade para o RE (RBA=23%).>®
Os estudos preliminares (4.1 da Figura 4.3.) mostraram que este composto apresentava
rendimento quantico de fluorescéncia que variava entre 23 a 44%, dependendo do solvente
utilizado. Os autores concluiram que o composto poderia ser utilizado em microscopia dptica

de fluorescéncia no diagndstico de tumores da mama.

Okonato e colaboradores sintetizaram também um derivado 7a-estradiol
funcionalizado com um derivado BODIPY (4.2 da Figura 4.3.) para a visualizacdo do RE por
imagiologia de fluorescéncia.”® O composto 4.2 tem um RBA de aproximadamente 76% e a
sua avaliagdo por microscopia confocal de fluorescéncia mostrou que se localiza no nucleo das

células sugerindo o seu potencial interesse no diagndstico de cancro da mama RE+.
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Figura 4.3.- Derivados 7a-estradiol-BODIPY sintetizados por French (4.1) e Okonato (4.2).

C. Bernhard e colaboradores conceberam recentemente um sistema BODIPY-DOTA
para estabilizar os metais In(lll), Ga(lll) e Cu(ll) formando complexos soliveis em meio aquoso

e com propriedades fluorescentes adequadas para conjugacio a biomoléculas.'”

Neste capitulo descreve-se a sintese e caracterizacdo de duas sondas fluorescentes
derivadas do estradiol, funcionalizado na posi¢cdo C16 com um derivado BODIPY, assim como a
sintese de duas sondas bimodais derivadas da molécula de estradiol conjugada a um sistema

BODIPY-DOTA para posterior complexacdo a ®’Ga ou *!In (Figura 4.4.).

OH

o

—_espagador_ |
‘_‘W 13,
ETGa
estradiol
HO Sonda

QB

Fluorescente

Figura 4.4.- Representagdo esquemdtica de um composto bimodal derivado do estradiol contendo uma

sonda fluorescente e uma unidade quelante para complexagdo com diferentes radionuclideos.

Seguidamente, procedeu-se a determinacdo do rendimento quantico das sondas
fluorescentes. A avaliacdo bioldgica incluiu o estudo da sua afinidade de ligacdo para o
receptor de estrogénio, da sua capacidade de inibicdo da proliferacdo celular e da

determinacgdo da localizagdo intracelular por microscopia de fluorescéncia confocal.
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4.2. Sintese e Caracterizacao dos Compostos Estradiol/BODIPY

Nesta seccdo descreve-se a sintese e caracterizacdo dos compostos estradiol/BODIPY
4.3 e 4.4 resultantes da conjugacao de derivados de estradiol funcionalizados em C16 com um
derivado BODIPY, para posterior caracterizacdo das propriedades fluorescentes e do

comportamento bioldgico destes conjugados.

4.2.1. Sintese dos conjugados estradiol/BODIPY

Na reaccdo de conjugacdo da molécula de estradiol ao derivado BODIPY utilizou-se um
éster activado do BODIPY, o composto BODIPY-N-hidroxisuccinimida (NHS-BODIPY) (4.2),
gentilmente cedido pelo professor Frank Denat do grupo P2DA da Universidade de Borgonha,
em Dijon. Resumidamente, a conjugacao do BODIPY a biomolécula ocorreu por reac¢do do
éster activado NHS-BODIPY com a amina primdria da cadeia substituinte dos compostos 4-
(16’a-estradiol)aminobut-2-eno (2.21, sintese descrita na sec¢do 2.2.2.1.) ou 4-(16’a-
estradiol)aminobutano (4.1), formando-se uma ligacdo amida. Tendo em consideracdo que em
condi¢des acidicas os derivados BODIPY sofrem degradacdo com clivagem do grupo BF,.2* foi
necessario utilizar nesta reaccdo, derivados do estradiol com o grupo hidroxilo em C3
desprotegido. Assim, o composto 4.1 foi preparado por hidrdlise acida do composto 2.18
(secgdo 2.2.1.) numa solugdo metandlica contendo 2% HCl a temperatura ambiente, durante
18h. A analise do espectro de RMN de 'H do composto 4.1, revelou o desaparecimento dos
sinais correspondentes aos protdes metilicos do grupo tert-butildimetilsilano,
comparativamente ao do precursor 2.18. Apds remogao do solvente, 4.1 foi obtido apds

purificacdo por RP-HPLC.

No esquema 4.1. apresenta-se a estratégia utilizada para a sintese dos conjugados

estradiol/BODIPY.

167



Capitulo 4: Sintese e Avaliagdo Bioldgica de Derivados 16a-Estradiol conjugados a Sondas Fluorescentes
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Esquema 4.1.- Sintese dos derivados estradiol/BODIPY 4.3 e 4.4.
i) 4-(16’a-estradiol)aminobut-2-eno 2.21, NEt;, DMF, t.a., 24h; ii) 4-(16’a-estradiol)aminobutano 4.1,
NEt;, DMF, t.a., 24h.

Numa primeira abordagem, a sintese do composto 4.3 foi realizada utilizando
qguantidades equimolares de 2.36 e NHS-BODIPY (4.2) na presenca de um excesso de DIPEIA (3
eq). No entanto, o rendimento de reacc¢do apds purificagdo, foi aproximadamente 10%. De
modo a optimizar o rendimento da reacg¢do, utilizou-se posteriormente trietilamina como base
e um excesso dos precursores 2.21 e 4.1. Apés purificagdo por cromatografia em coluna de
silica gel, utilizando como eluente uma mistura de heptano e metanol, obtiveram-se os
compostos 4.3 e 4.4, sob a forma de um pé castanho avermelhado, com rendimentos totais de
16% e 18%, respectivamente. Os compostos 4.3 e 4.4 foram caracterizados pelas técnicas
analiticas usuais em quimica, tais como RMN (*H, *ce™B)e espectrometria de massa.

Os espectros de RMN 'H de 4.3 e 4.4 s30 muito semelhantes entre si. Na Figura 4.5.

sdo apresentados a titulo de exemplo, os espectros de RMN de *H e''B do composto 4.4.
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Figura 4.5.- Espectro de RMN de 'H (com inser¢do do espectro de "B) do composto 4.4
(*H,0(CD;0D);**CD;0D; 3EtOH)

Da anélise do espectro de RMN de 'H salienta-se a campo mais baixo a presenca de
dois dupletos com desvios quimicos a 8,01 (/=8,7 Hz) e 7,45 ppm (J= 8,4 HZ) correspondentes
aos protdes H,/ e Hyy do anel benzilico. O sinal relativo aos protdes adjacentes da ligagdo
amida aparece com desvios quimicos a 4,01 ppm e 3,45 ppm em 4.3 e 4.4, respectivamente. A
2,61 ppm observa-se a existéncia de um singuleto, integrando seis protées, correspondente
aos dois grupos metilo das posicbes 3’ e 5’ da estrutura BODIPY. Este sinal encontra-se
deslocado para campo mais baixo relativamente ao sinal correspondente aos outros dois
grupos metilo das posicdes 1’ e 7’ (6= 1,23 ppm) uma vez que os protdes CH; das posicdes 3’ e
5’ por influéncia dos atomos de azoto, se encontram mais desblindados. O sinal
correspondente aos protdes —CH,CH; da posicdo 2’ e 6’ da estrutura do BODIPY dos compostos
4.3 e 4.4 surgem sob a forma de um quarteto integrando quatro protdes com desvios quimicos
de 2,29 ppm e 2,33 ppm, respectivamente. A campo mais alto observa-se um tripleto
correspondente aos seis protdes metilicos da cadeia —CH,CH; em 2’ e 6’ da estrutura BODIPY

com um desvio quimico de 0,96 ppm (4.3) e 0,97 ppm (4.4).
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Nos espectros de RMN de B dos compostos 4.3 e 4.4 o sinal de B surge sob a forma
de um tripleto (8= 0,74 ppm) com uma constante de acoplamento (Jz) de 33,2 Hz. Este
resultado é caracteristico das ligacdes BF, estando concordante com a estrutura expectavel

para os compostos.

Nos espectros de RMN de *C dos compostos 4.3 e 4.4 observaram-se todos os sinais
esperados estando os dados espectrocdpicos de acordo com as estruturas formuladas. O sinal
correspondente ao grupo carbonilo (C=0) aparece com uma ressonancia a 169,0 ppm no
composto 4.3 e a 169,3 ppm no composto 4.4. O sinal correspondente ao carbono C17-OH
aparece com um desvio quimico de 87,7 ppm e 88,9 ppm nos compostos 4.3 e 4.4,

respectivamente.

No espectro de MALDI-TOF do composto 4.3 obteve-se, em modo positivo, um pico
m/z= 728,3 correspondente ao ido molecular [M-F]*. No caso do composto 4.4 detectaram-se
os picos m/z 702,3 [M-2F-B+H]*, m/z 730,3 [M-F]" e o pico molecular m/z 749,5 [M]*, os quais

estdo de acordo com as estruturas esperadas.

4.2.1.1 Caracterizacdo por espectroscopia de UV-Vis e de fluorescéncia

Os estudos de espectroscopia de UV-Vis e de fluorescéncia permitiram verificar as
propriedades fluorescentes dos compostos 4.3 e 4.4. Assim, foram tragados os espectros de
absor¢do UV-Vis e de emissdo de fluorescéncia dos compostos em estudo. Na Figura 4.6. sao
apresentados os espectros de absorgdao UV-Vis e de emissdo de fluorescéncia dos compostos

4.3e4.4.
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Figura 4.6.- Espectros de absor¢do e de emissdo dos composto 4.3 (A) e 4.4 (B).

Como se pode observar nos espectros de absor¢dao, os compostos 4.3 e 4.4
apresentam um pico maximo de absor¢do a 524 nm (zona fluorescente) para além de bandas
de absorgdo a 228 e 240 nm e uma banda menos intensa a 385 nm. Estes resultados estdo de
acordo com as caracteristicas tipicas dos sistemas derivados de BODIPY. Os valores descritos
na literatura para estes compostos referem absorgdes fortes entre os 520 e os 530 nm,
atribuiveis a transi¢cdo S0-S1 e bandas de absor¢dao mais largas e menos intensas entre os 340 e

420 nm que podem ser atribuidas a transicdo S0-52.%*

A partir dos espectros de emissdao entre 500 e 650 nm determinou-se o rendimento
quantico de emissdo de fluorescéncia (¢). O rendimento quéantico de emissdo mede a
eficiéncia do processo de fluorescéncia e é definido como a razao entre o nimero de fotdes
emitidos e o nimero de fotdes absorvidos. O valor maximo de rendimento quantico é 1,00
(100%) embora compostos cujo valor de rendimento quantico seja de 0,10 (10%) também

possam ser considerados como sendo compostos fluorescentes.

Os compostos 4.3 e 4.4 apresentaram um rendimento quantico superior de 0,54 (54%)

e 0,55 (55%), respectivamente. Este resultado demonstrou que a conjugacdo do derivado

171



Capitulo 4: Sintese e Avaliagdo Bioldgica de Derivados 16a-Estradiol conjugados a Sondas Fluorescentes

BODIPY 4.2 a molécula do estradiol, ndo alterou as suas propriedades fluorescentes (¢p=

50%).'""

4.3. Sintese e caracterizagao de derivados do estradiol bimodais

Tendo em consideracdo o facto dos conjugados estradiol/BODIPY manterem as
propriedades fluorescentes caracteristicas dos sistemas BODIPY, explorou-se a possibilidade
de desenvolver compostos bimodais com potencial interesse no diagndstico e/ou terapia do
cancro da mama de tumores com positividade para o receptor estrogénico. Neste subcapitulo
descreve-se a sintese e caracterizacdo de compostos bimodais que possuem na sua estrutura a
molécula do estradiol funcionalizada na posicdo C16 com um derivado BODIPY-DOTA
sintetizado por Bernhard e colaboradores.’”* Pelo facto de possuirem simultaneamente uma

111
I

sonda fluorescente e uma unidade quelante que permite coordenacdo aos radionuclideos ~In

u 67/68

o Ga, estes compostos poderdo ser utilizados em imagiologia dptica de fluorescéncia e

em SPECT ou PET.

A abordagem utilizada na sintese dos derivados da molécula de estradiol com o
sistema bimodal BODIPY-DOTA envolveu a formagao de uma ligagdo tioureia através de uma
reacgao de conjugac¢ao entre a amina primaria dos compostos 2.21 e 4.1 e o grupo funcional
isotiocianato do composto SCN-bodipy-DOTA 4.5. O composto bimodal funcionalizado com o
grupo isotiocianato foi gentilmente cedido pelo professor Frank Denat do grupo P2DA da
Universidade de Borgonha. A reac¢do de conjugacgao aos derivados de estradiol foi efectuada
em DMF, na presenca de trietilamina em excesso (10 eq), tal como ilustrado no esquema 4.2.

tendo-se obtido os compostos bimodais 4.6 e 4.7.
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Esquema 4.2.- Estratégia de sintese dos derivados estradiol-DOTA-BODIPY 4.6 e 4.7.
i) composto 2.21, NEt;, DMF, t.a., 28h; ii) composto 4.1, NEt;, DMF, t.a., 28h

A reaccdo de conjugacdo foi controlada através da andlise de aliquotas da mistura
reaccional por RP-HPLC ao longo do tempo. Na Figura 4.7., a titulo de exemplo, sdo
apresentados os cromatogramas do controlo da reacgdo por RP-HPLC da sintese do composto
4.7. Ao fim de 1h de reacgdo observou-se o aparecimento de um novo pico com um tempo de
retencdo (Tg) de 13,96 min em comparagdo com o Ty de 14,12 min do NCS-bodipy-DOTA (4.5).
Apds 18h de reaccdo deixou de ser possivel distinguir os dois picos observando-se
simultaneamente, a diminuicdo da intensidade do sinal correspondente ao precursor
alquilamino 4.1. A co-injecgao de uma aliquota da mistura reaccional as 18h com uma amostra
do reagente de partida NCS-bodipy-DOTA (4.5) veio comprovar que se obtivera um composto
novo, tendo sido possivel distinguir os dois compostos. Apds 28h de reac¢do removeu-se o

solvente e obteve-se um crude sob a forma de um pé castanho avermelhado.
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NCS-Bodipy-DOTA

NCS-BODIPY-DOTA

1h

18h

— NCS-Bodipy-DOTA

co-injecgao

U T
10,00 11,00 12,00 13,00 14,00 15,00 (min)

Figura 4.7.- Controlo da reacgdo de conjugagio do composto 4.1 ao composto NCS-Bodipy-DOTA para
sintese do composto 4.7, por RP-HPLC. Cromatogramas do composto NCS-Bodipy-DOTA (A=530 nm), da
mistura reaccional apds 1h de reacg¢do (A=220 nm), mistura reaccional apds 18h de reacg¢do(A=530 nm) e

co-injec¢do da mistura reaccional as 18h + NCS-Bodipy-DOTA (A=530 nm).

A formacgdo dos conjugados bimodais 4.6 e 4.7 foi confirmada por espectrometria de
massa ESI-MS. No caso da mistura reaccional para obten¢do do composto 4.6, foi possivel
observar, no modo negativo um pico m/z= 1397,2 correspondente ao ido [M-H] e um pico m/z
1435,1 correspondente ao ido [M+K-2H]". No caso do conjugado 4.7 observou-se um pico m/z=
1399,1 correspondente ao ido [M-H] e um pico a 1437,1 correspondente ao ido [M+K-2H]". Na

Figura 4.8. encontra-se, a titulo de exemplo, o espectro de ESI-MS do conjugado 4.6.
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Figura 4.8.- Espectro de massa (ESI-MS), no modo negativo, correspondente a andlise da mistura

reaccional da sintese do composto 4.6.

A purificagdo da mistura reaccional foi feita por RP-HPLC preparativo utilizando uma
coluna semi-preparativa C18 de fase reversa e uma mistura de eluentes 0,1% TFA/H,0 e
0,1%/CH;CN (pH 2). Contudo esta tentativa ndo foi bem sucedida uma vez que os picos
isolados correspondiam, apds analise por espectrometria de massa, a produtos secundarios ou
a produtos resultantes de degradacdo. Perante estes resultados poOs-se a hipdtese de as
condigdes utilizadas na purificagdo por RP-HPLC, nomeadamente o sistema de eluentes
contendo TFA provocarem a clivagem do grupo BF,. Com o objectivo de optimizar as condigdes
de purificagdo em RP-HPLC, evitando solventes acidicos, tentou-se purificar as misturas
reaccionais utilizando como eluente uma solu¢do tamp&do NEt;/CH;COOH (pH 4) e acetonitrilo.
No entanto, andlise dos cromatogramas obtidos mostrou ndo ser possivel resolver os picos do
cromatograma e portanto, nao foi possivel isolar os compostos 4.6 e 4.7 durante o periodo de
tempo de execucdo do trabalho para esta tese. Os estudos de optimizacdo das condi¢Ges de

purificacdo dos compostos 4.6 e 4.7 prosseguirdo brevemente.

4.4. Avaliagao Bioldgica das Sondas Fluorescentes

Estradiol/BODIPY

Nesta seccdo apresentam-se os estudos bioldgicos realizados com as sondas
fluorescentes estradiol/BODIPY 4.2 e 4.3, nomeadamente ensaios de afinidade de ligacdo aos
receptores de estrogénio, determinagdo da viabilidade celular em células MCF-7 e a sua

localiza¢do intracelular por microscopia de fluorescéncia confocal.
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4.4.1. Determinagao da afinidade de ligagao ao receptor estrogénico

A afinidade de ligacdo dos compostos 4.3 e 4.4 ao receptor de estrogénio, subtipo REa,
foi determinada por um ensaio competitivo com *H-estradiol, tal como descrito nos capitulos

anteriores, utilizando o protocolo descrito na secgao 6.4.

h?*® e Okonato®® encontraram valores de RBA de 23% e 76%, respectivamente,

Frenc
para derivados do estradiol conjugados ao BODIPY, na posicdo 7a, demonstrando que
mantinham a afinidade para o RE. Contrariamente, os resultados de afinidade dos compostos
4.3 e 4.4 indicaram que a molécula de estradiol quando acoplada a um derivado BODIPY, na
posicdo C16 do anel esterdide, perde a afinidade para o REa uma vez que se encontraram

valores de RBA <0.

4.4.2. Determinagao da inibicao da proliferagao celular

A citotoxicidade dos compostos 4.3 e 4.4 foi estudada em células MCF-7, através do
ensaio de MTT, com o objectivo de determinar a concentragdo maxima susceptivel de ser
utilizada nos estudos de microscopia de fluorescéncia confocal. Este ensaio permite avaliar a
capacidade dos diferentes compostos para inibir a proliferacdo celular, segundo a técnica
descrita na secgdo 6.6.2. Na Figura 4.9. apresentam-se os resultados obtidos sob a forma de
um grafico que representa a percentagem de viabilidade celular em fung¢do da concentragdo
dos compostos 4.3 e 4.4. Os respectivos valores de ICs5,, determinados a partir das curvas de

inibicdo, sdo apresentados na tabela.

MCF7
1501
5 - 43 Composto 1Csp
E 4.4
é 1001 S: - 17p-estradiol 22 um*
@
§ ol 4.3 76,6 uM
>
s 4.4 545 uM
o] T T T T g
-8 7 -6 -5 -4 -3

log C (mol/dm™3)

Figura 4.9.- Viabilidade das células MCF-7 na presenga de concentragées crescentes dos compostos 4.3 e
4.4, apds 72h de incubagdo a 37°C. Os resultados foram expressos em % de células vidveis em fungdo do
log C (mol/dm®). Os valores de ICs, foram calculados através do programa de andlise de dados

GraphPad’s Prism.
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Os resultados obtidos indicam que o composto 4.3 é moderadamente citotéxico para a
linha celular MCF-7 em concentracdes superiores a 76,6 UM enquanto o composto 4.4 sé
apresenta efeitos citotdxicos para concentragdes da ordem de grandeza de 10 M. No entanto
estes efeitos de citotoxicidade verificaram-se apds um periodo de incubagdo bastante longo
(72h), podendo considerar-se que durante o periodo de incubagdo necessario a realizagdo do
estudo por microscopia de fluorescéncia confocal (aproximadamente 1h) ndo é provavel que a

viabilidade celular seja afectada.

4.4.3. Estudos de captacao celular e de localizagao intracelular

A captacdo celular dos compostos 4.3 e 4.4 e a sua distribuicdo subcelular em células
MCF-7 foi feita recorrendo a microscopia de fluorescéncia confocal que permite detectar a
fluorescéncia da unidade BODIPY. Este estudo foi realizado utilizando células vivas, de acordo

com o procedimento descrito em 6.6.3.

Durante os ensaios de microscopia de fluorescéncia utilizou-se uma concentracdo dos
compostos equivalente a 7 x 10° M que, segundo os estudos de MTT, garantia a aquisi¢do de
imagens ao longo do estudo sem comprometer a viabilidade das células. Uma solucdo da
sonda Hoechst 33342 em EtOH (1pL/2ml de meio celular sem vermelho de fenol) foi
adicionada as células MCF-7. Apds 10 min de incubacdo a 372C, o meio foi aspirado e as células
foram lavadas com PBS. Esta sonda, Hoechst 33342, liga-se ao ADN presente no nucleo das
células emitindo fluorescéncia azul (Aen, 460-490 nm). Este composto emite fluorescéncia
numa gama de comprimentos de onda diferente do comprimento de onda dos compostos em
estudo, tendo sido utilizado como sonda nuclear. Verificou-se entdo a co-localizagdo do
Hoechst 33342 e dos compostos em estudo. Os compostos 4.3 e 4.4 foram detectados por

aquisicdo de imagens de fluorescéncia verde ao longo do tempo.

Na Figura 4.10. sdo apresentadas as imagens de fluorescéncia em células MCF-7, ao

longo do tempo, apds incubagdo com a sonda Hoechst 33342 e com os compostos 4.3 e 4.4.
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Tempo (min)

Figura 4.10.- Imagens de células MCF-7 obtidas por microscopia de fluorescéncia confocal dos
compostos 4.3 e 4.4 (fluorescéncia verde) e da sonda Hoechst 33342 (fluorescéncia azul), ao longo do

tempo. A seta A indica o citoplasma e a seta B o nucleo da célula.

Como se pode observar nas imagens, os compostos 4.3 e 4.4 atravessaram a
membrana plasmatica da célula localizando-se no citoplasma. Ndo se observou internalizacdo
nuclear de nenhum dos compostos. A andlise dos resultados obtidos por microscopia de
fluorescéncia confocal sugere que a entrada dos compostos na matriz celular podera

acontecer por difusdo passiva.

Foi também possivel observar que a cinética de entrada do composto 4.3 na matriz
celular é mais rapida que a do composto 4.4. Aparentemente, a pequena diferenca ao nivel
estrutural entre os compostos, diferente grau de saturacdo da cadeia alquilica entre a
molécula de estradiol e o derivado BODIPY, parece alterar consideravelmente a sua cinética de
internalizacdo. Este comportamento provavelmente esta associado a maior rigidez da cadeia
conferida pela presencga da cadeia dupla, no composto 4.3. Este composto foi detectado no
citoplasma da célula apds 15 min de incubagdo enquanto o composto 4.4 necessitou de um

periodo mais longo, aproximadamente 45 min.

4.4. Conclusoes

Foram sintetizados e caracterizados dois compostos derivados da molécula de
estradiol conjugados na posicao C16 a uma sonda fluorescente, um derivado BODIPY, os

compostos 4.3 e 4.4. Foram também sintetizados dois compostos bimodais resultantes da
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conjugacao da molécula de estradiol ao sitema bimodal BODIPY-DOTA, os compostos 4.6 e 4.7.
Contudo, por questdes de tempo ndo foi possivel encontrar as condicdes experimentais
necessarias a purificacdo destes compostos bimodais e prosseguir os estudos de

caracterizagdo e avalia¢do bioldgica.

A caracterizacdo dos novos compostos 4.3 e 4.4 indica que as propriedades
fluorescentes do derivado BODIPY ndao foram alteradas apds conjugacdo a molécula de
estradiol. Os estudos preliminares realizados mostraram que estes dois compostos possuem
elevados rendimentos quanticos (< 50%) podendo, portanto, ser utilizados em microscopia de
fluorescéncia. No entanto a sua avaliacdo bioldgica indicou que a molécula de estradiol
guando ligada ao BODIPY na posicdo C16 perde a afinidade para o REa. Os estudos de
captacdo celular e de localizacdo subcelular por microscopia de fluorescéncia confocal
revelaram que os compostos 4.3 e 4.4, atravessam a membrana plasmatica, com cinéticas de

internalizacdo diferentes, e se localizam no citoplasma.
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5. Conclusoes e Perspectivas

O objectivo principal do trabalho apresentado nesta tese consistiu no
desenvolvimento de novas moléculas da familia do estradiol com afinidade para o receptor de
estrogénio, biomarcador do cancro da mama com reconhecida relevancia clinica, na
perspectiva da avaliagdo do seu potencial interesse para imagiologia molecular e/ou terapia

sistémica de tumores da mama estrogénio-dependentes.

O cancro da mama, pela sua incidéncia e taxa de mortalidade, constitui uma doenca do
foro oncolégico com grande impacte social o que motiva intensa investigacdo no sentido de
desenvolver modalidades de diagndstico ndo invasivas e/ou de tratamento dirigidas a alvos
moleculares que garantam o diagndéstico precoce, a seleccdo de doentes e a eficacia
terapéutica personalizada minimizando os efeitos secunddrios. O desenvolvimento de
radiofarmacos especificos capazes de interactuar com receptores sobre-expressos em tumores
mamarios pode contribuir para a caracterizacdo molecular tumoral antecipando a sua resposta
ao tratamento. Por outro lado, se incluirem na sua composicdo radionuclideos com
propriedades nucleares adequadas para terapia podem ter aplicacdo em tratamentos dirigidos
a esses alvos moleculares. Recentemente os avancos na oncologia molecular permitiram
classificar os carcinomas da mama em subtipos moleculares que se correlacionam com

12262263 3 principal biomarcador, que é simultaneamente

biomarcadores ja bem identificados.
um bom alvo tumoral, é o receptor de estrogénio (RE).>> Assim, utilizaram-se compostos
derivados da molécula de estradiol, ligando enddgeno do RE, para veicular radionuclideos,
"n e ¥Ga, emissores tanto de radiagio gama como de electrdes Auger, para células ou
tecidos que expressam RE, na perspectiva de determinar o seu potencial interesse para

diagnostico e/ou terapia tumoral.

No dmbito deste trabalho foram sintetizados seis complexos de ™In e dois de *Ga
com novos derivados da molécula de estradiol utilizando a aproximacdo bifuncional. Esta
aproximacdo consiste na conjugacdo de um agente quelante bifuncional com capacidade, por

n e ¥Ga e por outro, de se ligar covalentemente 3

um lado, de estabilizar os radiometais
biomolécula. Entre a unidade quelante e a molécula é frequente existir um espacador de
natureza diversa que pode contribuir para facilitar a interaccdo com o receptor e/ou
influenciar a farmacocinética dos compostos. Para a concretizacdo deste objectivo foram

preparados os conjugados de estradiol L1-L7 com diferentes agentes quelantes bifuncionais do

183



Capitulo 5:Conclusées e Perspectivas

tipo poliaminocarboxilatos aciclicos (DTPA) e ciclicos (DOTA, DOTAGA e NOTAGA) visando a

posterior formacdo de complexos de In/**'In e Ga/*’Ga com afinidade para o RE.

Nesse sentido, foram sintetizados inicialmente precursores derivados de estrona ou
estradiol, funcionalizados na posi¢cao C16 com diferentes substituintes, para a conjugac¢do aos
agentes quelantes. Os substituintes eram constituidos por cadeias alquilicas de comprimento
variadvel (4 a 6 atomos de carbono) saturadas ou insaturadas, com um atomo de bromo (2.3,

2.9, 2.15) ou uma grupo amina (2.17, 2.18) terminais.

A conjugacdo aos diferentes agentes quelantes bifuncionais ocorreu por N-alquilacdo
da amina secunddria do ligando estabilizador do metal, obtendo-se os compostos L1-L4, ou
por formacdo de uma ligacdo amida entre a amina do derivado do estradiol e um grupo

carboxilato do quelante, no caso dos compostos L5-L7.

Estes conjugados de estradiol foram utilizados na sintese dos complexos de In/*In

e
Ga/*Ga. Os complexos inactivos InL1-InL6, GalL2 e Gal7 foram sintetizados com a dupla
finalidade de confirmar a identidade dos respectivos analogos radioactivos e de determinar a
afinidade de ligagdao aos receptores de estrogénio. Os complexos inactivos foram obtidos com
rendimentos que variaram entre 43,4% (InL3) e 71,3% (InL1) por reac¢do dos compostos L1-L6
com InCl; e dos compostos L2 e L7 com Ga(NOj3)3.10H,0. Tal como expectavel de um composto
contendo na sua estrutura a unidade quelante aciclica DTPA, a cinética de coordenag¢do do
ligando L1 ao In foi mais rdpida e ocorreu a temperatura ambiente. No caso dos compostos
contendo unidades quelantes macrociclicas, L2-L7, a complexa¢do com os metais necessitou

de um periodo de incubacdo mais longo e de temperatura elevada. Os complexos inactivos

foram caracterizados pelas técnicas analiticas usualmente utilizadas em quimica.

A afinidade dos conjugados L1-L7 e dos complexos de indio, InL5 e InL6, para os dois
subtipos de receptores de estrogénio (REa e Rep) foi determinada in vitro por ensaio de
ligacdo competitiva com o H-estradiol, comparativamente ao 17B-estradiol. Neste estudo os
compostos L5, L6 e L7 apresentaram valores de RBA de 88%, 15% e 2,5%, respectivamente,
indicando que possuiam afinidade elevada a moderada para o subtipo a do RE. Por outro lado,
estes compostos demostraram também uma considerdvel selectividade para este subtipo do
receptor uma vez que apresentavam baixa afinidade para o subtipo REB. Os complexos
correspondentes InL5 e InL6 mantiveram a afinidade para o REa com valores de RBA de 44% e
22%, respectivamente. Devido a baixa solubilidade do complexo GalL7, nos solventes de

ensaio, ndo foi possivel determinar a sua afinidade para o RE.
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Os resultados deste estudo sugeriram que tanto a unidade quelante como o
comprimento e o grau de saturacdao da cadeia espacadora entre a molécula de estradiol e o
guelato podem influenciar a afinidade para o RE. O aumento da afinidade mostrou ser
directamente proporcional ao aumento do comprimento da cadeia alquilica do espacador
indicando que o receptor é tolerante a substituicdes na posicdo C16, desde que o quelato
esteja suficientemente afastado do nucleo esterdide. A maior flexibilidade conformacional da
cadeia alquilica em analogos saturados parece corresponder a uma menor afinidade para o RE.
Estes resultados estdo concordantes com estudos anteriormente descritos na literatura para

outros derivados de estradiol.

Para avaliar o potencial dos novos compostos para a deteccdo de tumores da mama
com positividade para RE procedeu-se a sintese e a avaliacdo radioquimica e bioldgica dos
complexos de 'In e ¥Ga com L1-L7. Os complexos **'InL1-**!InL6 e “Gal2 e *’GaL7 foram
obtidos com elevado rendimento utilizando concentracées de ligando que variaram entre 5 x

111

10°M e 1 x 10™M, por reaccdo dos ligandos L1-L6 com *InCl; e dos ligandos L2 e L7 com

1 e ¥Ga foi feita por comparacdo dos

®’GaCl,. A caracterizagdo estrutural dos complexos de
tempos de retencdo nos perfis cromatograficos de HPLC com os dos complexos analogos

inactivos.

Os valores de log D encontrados indicaram que a maioria dos complexos possuem um
caracter hidrofilico (log D<0) & excepcdo dos complexos *InL2, **InL4 e “Gal7 que

apresentam caracter mais lipofilico (log D = 0,05; 0,43 e 0,89, respectivamente).

111

Os complexos radioactivos de ~"'In e ’Ga revelaram-se bastante estaveis in vitro, tal

como demonstrado por estudos de estabilidade em PBS e soro humano, até 5 dias, excepto o

111

complexo ““InL3 que mostrou ser instavel em soro humano. Por outro lado, os complexos de

" e “Ga mostraram também ser estaveis na presenca de apo-transferrina, ndo se tendo
observado transquelata¢do do ido metalico, até 5 dias. A maioria dos complexos mostrou

também ser cineticamente inerte na presenca de DTPA.

Os estudos de captacdo celular dos complexos ***InL1-'*!InL6, *’GalL2 e *’GalL7 foram
realizados em linhas celulares de carcinoma da mama de origem humana, MCF-7 e MDA-MB-
231. As células MCF-7 expressam RE e os ensaios foram realizados em paralelo com e sem
saturacdao dos receptores para avaliar a especificidade da captacdo. Obtiveram-se taxas de
captacdo relativamente baixas, resultados que se correlacionam com o caracter hidrofilico da
maioria dos compostos que nao favorece a difusdo passiva através da membrana celular. A

maior taxa de captagdo foi obtida com o complexo *’Gal7 que possui caracter mais lipofilico.
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No entanto os ensaios de saturacdo de receptores nas células MCF-7 indicaram uma reducao
da acumulacdo de actividade nas células sugerindo que a captacdo dos complexos poderd
estar relacionada com um mecanismo mediado pelos receptores de estrogénio. De um modo
geral, os resultados nas células MDA-MB-231, que nao expressam RE, confirmaram esta
hipétese uma vez que as taxas de captagao foram mais reduzidas mas evidenciaram a
importancia da lipofilia neste processo. Em suma, a captacdo celular parece ser mediada por
um mecanismo associado ao RE, no entanto a localizagdo intracelular deste receptor requer
gue os compostos atravessem a membrana plasmatica para entrarem nas células. No entanto,
o caracter hidrofilico da maioria dos compostos, em especial de ™InL5 e *InL6 que

demonstraram ter afinidade para o RE, limita a interacgdao com o receptor.

Os ensaios de experimentacdao animal permitiram avaliar a estabilidade in vivo e o perfil
de biodistribuicdo dos complexos *'inL1, **!InL2, *!InL5, **InL6, ¥Gal2 e ®’GalL7. Todos os
complexos apresentaram elevada estabilidade in vivo e uma biocinética semelhante entre si.
De um modo geral, do perfil de biodistribuicdo destacou-se uma rapida depuracdo sanguinea e
rapida captacdo por via hepatica seguida de eliminacdo intestinal. A via de excrecdo
predominante foi hepatobiliar, com uma ligeira contribuicdo urindria. Em consequéncia da
rapida depuracdo sanguinea, observou-se alguma selectividade dos complexos para os drgaos
alvo, uUtero e ovarios, apesar da reduzida fixacdo atribuivel ao caracter hidrofilico dos
compostos. De acordo com esta consideragao, o composto ¥Gal7, mais lipofilico, apresentou
os valores mais elevados de fixacdo no Utero e ovarios. Os ensaios de satura¢do dos receptores

apontaram para um mecanismo mediado pelo RE.

Tendo em consideragdo a afinidade dos complexos **InL5, **!InL6 e provavelmente do
”Gal7 para o RE seria expectavel que fossem Uteis na concepcdo de sondas radioactivas para
a detecc¢do in vivo de tumores da mama que sobreexpressem RE. No entanto, os resultados de
biodistribuicdo obtidos em ratos fémea imaturos, da estirpe Sprague-Dawley, com taxas de
fixacdo e retencdo nos orgdos ricos em receptores de estrogénio relativamente baixas, apesar
de apresentarem alguma selectividade, ndo foram suficientemente promissores para

encorajarem a sua avaliagdo em modelo animal com tumores induzidos que expressem RE.

Perspectiva-se, num futuro préximo, efectuar alteragdes na estrutura quimica dos
derivados de estradiol por forma a melhorar o seu perfil biolégico designadamente a sua
afinidade para o RE e o seu caracter hidrofilico. Por exemplo, seria de grande interesse
preparar e avaliar a influéncia do acoplamento das unidades quelantes noutras posi¢des do

anel esterdide que toleram modificagBes estruturais sem comprometer a sua actividade
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bioldgica, nomeadamente nas posicdes C17, C11 e C7. Para modelar o caracter lipo/hidrofilico
dos compostos deveriam ser utilizadas cadeias espacadoras insaturadas de maior
comprimento. Atendendo a que os derivados do estradiol funcionalizados com DOTAGA e
NODAGA apresentaram os perfis bioldgicos mais promissores, estes deveriam ser os principais

agentes quelantes bifuncionais a testar.

Na segunda parte do trabalho explorou-se uma estratégia que consistiu na sintese e
avaliagdo biolégica de uma molécula hibrida derivada do estradiol funcionalizado na posi¢ao
C16 com a unidade intercaladora de ADN, o alaranjado da acridina (AO) com o objectivo de
alvejar o receptor de estrogénio de modo selectivo para fins terapéuticos. Com este estudo,
pretendeu-se determinar se o receptor de estrogénio é tolerante a introducdo do AO nesta
posicdo da biomolécula e se o conjugado tem capacidade de atravessar as membranas
plasmatica e nuclear, requisito essencial para interactuar com o ADN. A escolha desta unidade
intercaladora relacionou-se com a sua reconhecida capacidade de interagir com o ADN e com

as suas propriedades fluorescentes que facilitam a sua deteccao.

O hibrido estradiol/alaranjado de acridina, 3.8 foi obtido por N-alquilagdo da amina

tercidria do AO com o brometo precursor derivado do estradiol.

Os estudos de afinidade para o receptor (RBA) mostraram que o composto 3.8 é
selectivo e possui uma afinidade moderada para o subtipo REa (RBA= 10,2%). Ensaios de
inibicdo da proliferacdo celular em células MCF-7 demonstraram que tem um efeito
moderadamente citotéxico apresentando um ICsy de 42uM, apds 72h de incubagdo. Este valor
de concentracdo é da mesma ordem de grandeza do encontrado para o 17B-estradiol (34,7

KUM) no mesmo ensaio.

As imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia confocal em células MCF-7 vivas
demonstraram que o composto 3.8, apds atravessar a membrana plasmatica, se localizou no
citoplasma e no nucleo da célula. As imagens obtidas sugeriram também que 3.8 mantém a

capacidade de interagir com o ADN da célula.

Concluindo, os resultados preliminares da avaliagao biolégica de 3.8 mostraram que
este composto pode ser promissor como agente quimioterapéutico no tratamento de tumores
da mama que expressem RE uma vez que possui afinidade para o receptor e consegue
atravessar as membranas plasmaticas e nucleares localizando-se no nucleo da célula. No

entanto para confirmar se o intercalador mantém a capacidade de interac¢do com a molécula
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do ADN apds a sua conjugacdao a molécula de estradiol, é necessario realizar estudos
adicionais, utilizando por exemplo técnicas de espectroscopia UV-visivel e fluorescéncia e de
dicroismo circular ou linear. Estes estudos poderao dar informacdao complementar sobre o

modo de intercalacdo entre o conjugado 3.8 e o ADN.

Por fim, foram sintetizados e avaliados derivados de estradiol funcionalizados na
posicdo C16 com uma sonda fluorescente, com o objectivo final de preparar uma sonda
bimodal que incorporasse na biomolécula, simultaneamente, uma sonda fluorescente e uma
unidade quelante bifuncional capaz de estabilizar radiometais trivalentes. Pretendia-se avaliar
o seu potencial interesse no diagndstico de cancro da mama utilizando duas técnicas
imagioldgicas distintas.

Nesse contexto, foram sintetizados e caracterizados inicialmente dois derivados de
estradiol, 4.3 e 4.4, conjugados na posicdo C16 a uma sonda fluorescente, um derivado
BODIPY. A conjugacdo ocorreu por reaccdo do éster activado BODIPY-N-hidroxisuccinimida
com a amina terminal do derivado 16a-estradiol.

A caracterizacdo por espectroscopia de UV-Vis e de fluorescéncia dos compostos 4.3 e
4.4 permitiu verificar que as propriedades fluorescentes do derivado BODIPY ndo foram
alteradas apds conjugacdo a molécula de estradiol. Os estudos preliminares mostraram que
estes dois compostos possuem elevados rendimentos quanticos (< 50%) podendo ser
utilizados em microscopia de fluorescéncia. No entanto, os estudos de avaliagdao bioldgica
indicaram que a molécula de estradiol quando ligada ao BODIPY na posicdo C16, perde a
afinidade para o REa. Por outro lado, os ensaios de captacado celular e de localizacdo subcelular
por microscopia de fluorescéncia confocal revelaram que os compostos 4.3 e 4.4, atravessam a
membrana plasmatica, com cinéticas de internalizacdo diferentes, e se localizam no citoplasma
nado se observando internalizacao nuclear.

Foram também sintetizados dois compostos bimodais (4.6 e 4.7) resultantes da
conjugacao da molécula de estradiol ao sistema bimodal BODIPY-DOTA. O passo seguinte seria
a sua purificacdo, caracterizagdo e avaliagdo bioldgica. Contudo, por questées de tempo ndo

foi possivel purificar os compostos bimodais e prosseguir o seu estudo.

Como conclus3do geral do trabalho desta tese, pode considerar-se que foi atingido com

1y e ’Ga, estabilizados por

sucesso o objectivo de sintetizar pela primeira vez complexos de
diversas moléculas de estradiol funcionalizadas com agentes quelantes bifuncionais,
contribuindo para a avaliacdo do seu comportamento biolégico in vitro e in vivo em modelos

celulares e animais. Demonstrou-se a possibilidade de preparar compostos com afinidade para
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o receptor de estrogénio. No entanto as suas propriedades fisico-quimicas, em especial o seu
caracter hidrofilico, afectaram a sua captacdo por células e tecidos ricos em receptores de
estrogénio ndo tendo sido possivel avaliar o potencial terapéutico destes complexos como
emissores de electdes Auger.

Para além disso, foi alcancado o objectivo de conjugar uma unidade intercaladora de
ADN a molécula de estradiol mantendo a afinidade para o receptor de estrogénio e a
capacidade de internalizacdo celular e nuclear.

Beneficiando do facto do receptor de estrogénio ser tolerante a introdugdo na posi¢ao
C16, quer do alaranjado de acridina, quer do agente quelante bifuncional DOTAGA, podemos
perspectivar a sintese de novas sondas derivadas do estradiol, dirigidas ao RE, que integrem
simultaneamente uma unidade intercaladora de ADN e um agente quelante para complexacdo
de ™In. Deste modo, espera-se a obtencdo de compostos especificos com propriedades fisico-
guimicas adequadas a um perfil bioldgico mais favoravel para terapia Auger de tumores com

positividade para RE.
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6. Parte Experimental

6.1. Solventes e Reagentes

A manipulacdo de reagentes e/ou compostos quimicos sensiveis ao ar ou a humidade foi
efectuada sob atmosfera inerte, recorrendo a utilizacdo de linhas de vdcuo e de técnicas de
Schlenk.

Todos os reagentes quimicos e solventes utilizados eram de qualidade pré-analise e

foram usados sem qualquer purificagdo adicional, excepto quando indicado.

Os solventes foram pré- secos e destilados sob atmosfera de azoto de acordo com

métodos descritos na literatura.”®* Resumidamente:

e THF foi submetido a pré-secagem com peneiros moleculares 4A e destilado apds refluxo

na presenca de sédio e benzofenona sendo imediatamente utilizado;

e CHyCl, e 0 CH;CN foram submetidos a pré-secagem com peneiros moleculares 4A e 34,
respectivamente. Em seguida, foram secos com CaH, durante 48h e destilados em
atmosfera de azoto na presenca de P,0s e colocados em contacto prolongado (uma

semana) com peneiros moleculares 4A e 3A, respectivamente;

e  MeOH foi submetido a pré-secagem com peneiros moleculares 4A e durante 24h com
CaS0O,. Seguidamente a 100 mL de MeOH pré-seco foi adicionado 1 g de Mg activado
(4009C) e 100 mg de I, sublimado. Deixou-se refluxar durante varias horas e adicionou-se
MeOH até perfazer 800 mL. Refluxou-se durante vdrias horas destilou-se e armazenou-se
sob peneiros moleculares 4A;

e  DMF foi utilizado ap6s pré-secagem prolongada em peneiros moleculares 4A.

O 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-triacetado de terc-butilo (DOsA('Bu);), o
acido 2,2',2"-(10-(2,6-dioxo-tetra-hidro-2H-piran-3-il)-tetraazaciclododecano-1,4,7-triil)
triacético (anidrido de DOTAGA) e o 1,4,7-triazaciclononano-4,7-diatetato de terc-butilo
(NO,A(‘Bu),) foram obtidos comercialmente & Chematech. Os restantes reagentes foram
adquiridos a Sigma-Aldrich. A diisopropilamina foi utilizada apds destilagdo sob atmosfera de

azoto na presenca de NaOH conforme o procedimento descrito por Perkin® e o imidazolo foi
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re-cristalizado duma mistura de acetona e éter de petrdleo apds aquecimento.

Os compostos NHS-Bodipy (composto 4.2) e NCS-Bodipy-DOTA (composto 4.5) foram
gentilmente fornecidos pelo professor Franck Denat do grupo P2DA do Institut de Chimi

Moléculaire de la Université de Borgnogne

As proteinas recombinantes humanas (REa e REB) foram obtidas na Invitrogen.

6.2. Técnicas de Purificagao e Caracterizagao

Cromatografia em Camada Fina (TLC)

A cromatografia em camada fina (TLC) foi utilizada para monitorizar as reac¢Ges de
sintese quimica e para identificar os produtos de reac¢do através da utilizacdo de placas de
silica-gel 0,25 mm da Merck, em suporte de aluminio (60 F,s:). Os cromatogramas resultantes
foram revelados com radiacdo UV no comprimento de onda de 254 nm numa cdmara
Spectroline (Model ENF-240 C/FE) e no caso de compostos ndo fluorescentes por revelacdo
com vapores de iodo ou através de solucdo etandlica contendo 5% de acido sulfurico seguido

de aquecimento.

Cromatografia em Coluna

A purificagdo de alguns compostos resultantes da sintese quimica foi realizada por
cromatografia em coluna, utilizando silica-gel 60 com granulometria 0,060 mesh (Merck). As
colunas de vidro, com tamanho adequado a quantidade de amostra a purificar, foram cheias
com uma mistura de silica-gel embebidas em eluente apropriado para a purificagdo do
composto em estudo. Apds aplicagdo da amostra no topo da coluna, a eluicdo foi feita por
accdo da gravidade e os compostos recolhidos em fracgdes. As fracgdes recolhidas foram
analisadas por TLC e as que correspondiam aos compostos pretendidos foram secas sob vacuo
no evaporador rotativo (Biichi) e/ou na linha de vazio. A pureza destas frac¢bes foi confirmada

por HPLC, RMN (*H e 3C), ESI-MS e IV.

Cromatografia Liquida de Alta-Pressdo (HPLC)

111
Ine

A analise por HPLC dos compostos derivados do estradiol e dos complexos de In/
Ga/®’Ga foi realizado num sistema cromatografico equipado com uma bomba Perkin-Elmer LC

200 acoplado a dois detectores em série: um detector de radiacdo y (Berthold LB-507 A), e um
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detector UV (LC 290) ou num sistema cromatografico equipado com uma bomba ULTIMATE
3000 (DIONEX) e um detector UV Ultimate 3000 Diode Array. Todos os solventes utilizados
foram de qualidade HPLC. A agua utilizada para a preparacao dos solventes aquosos foi bi-
destilada em um bidestilador de quartzo. Os solventes foram filtrados por filtro Nucleopore de
0,22 um e desarejadas com hélio ou com aparelho adequado para o efeito (Vacum degasser

Perkin series 200).

As condicbes cromatograficas para HPLC analitico foram as seguintes:
Método A

Coluna: Analitica de fase reversa EC 250/4 Nucleosil 100-10 C18

Fluxo: 1 mL/min

Detec¢ao UV: 254 ou 220 nm

Eluentes: A- TFA 0,1% em agua; B-0,1% TFA em CH3;CN

Gradiente de eluigao:

Step Tempo (min) %A %B Gradiente
0 5 85 15
1 1,0 85 15
2 15,0 0 100 1,0
3 7,0 0 100
4 7,0 15 15 1,0

Método B

Coluna: Analitica de fase reversa EC 250/4,6 NucleoDur 100-5 C18ec
Fluxo: 1 mL/min

Detec¢ao UV: 215 nm, 220 nm, 254 nm e 530 nm

Eluentes: A: 0,1 % TFA em CH5CN; B: 0,1% TFA em agua

Gradiente de eluigdo:

Step Tempo (min) %A %B Gradiente
0 5 20 80
1 1,0 20 80
2 15,0 100 0 1,0
3 7,0 100 0
4 2,0 20 80 1,0
5 5,0 20 80
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Método C

Coluna: Analitica de fase reversa EC 250/4 Nucleosil 100-10 C18

Fluxo: 1 mL/min

Detecgdao UV: 220 nm

Eluentes: A- Et;N/CH;COOH (2.1:2,8 (v:v)) em dgua; B- CH;CN

Gradiente de elui¢do:

Método D

Fluxo: 2,0 mL/min

Detecgao UV: 220 nm

Eluentes: A: 0,1 % TFA em 4gua; B: 0,1% TFA em CH5;CN

Gradiente de eluicao:

Step Tempo (min) %A %B Gradiente
0 5 85 15
1 1,0 85 15
2 15,0 0 100 1,0
3 7,0 0 100
4 7,0 15 15 1,0
Para a purificacdo dos compostos utilizaram-se os seguintes métodos:
Coluna: Semi-preparativa de fase reversa EC 250/8 Nucleosil 100-10 C18
Step Tempo (min) %A %B Gradiente
0 0 85 15
1 1,0 85 15
2 20,0 0 100 1,0
3 7,0 0 100
4 7,0 85 15 1,0
5 5,0 85 15

Método E

Coluna: semi-preparativa de fase reversa VP 250/10 NucleoDurr 100-5 C18ec

Fluxo: 2,5 mL/min

Detecgao UV: 215nm, 220 nm, 254 nm e 530 nm
Eluentes: A: 0,1 % TFA em 4gua; B: 0,1% TFA em CH5;CN
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Gradiente de eluigdo:

Step Tempo (min) %A %B Gradiente
0 0,0 80 20
1 1,0 80 20
2 19,0 0 100 1,0
3 8,0 0 100
4 2,0 80 20 1,0
5 5,0 80 20

Cromatografia em Camada Fina Instantanea (ITLC)

A eficiéncia de marcacdo, a pureza radioquimica e a estabilidade dos compostos
radioactivos foi monitorizada por ITLC utilizando tiras de silica-gel 0,25 mm, Polygram® Sil G da
Macherey-Nagel ou papel Whatman N21. A distribuicdo da radioactividade no cromatograma

fez-se com um detector Berthold LB 2723 equipado com um cristal de cintilagdo Nal(Tl).

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H (1D e 2D-'H-'H g-cosy), *C e B foram obtidos num
espectrometro Varian Unity Plus 300, operando a 299,938 MHz, 75,428 MHZ e 96,294 MHz
para 'H, °C e ''B, respectivamente. Os espectros foram obtidos a 20°C. Os desvios quimicos (8)
sdo apresentados em ppm relativamente as ressonancias residuais dos solventes CDCl; (*H &
7,24 ppm; C 6§ 77,0 ppm), CD;0D (*H & 3,31 ppm; *C & 49,0 ppm), DMSO-d6 (*H & 2,50 ppm;
BC 6 39,52 ppm) relativo ao tetrametilsilano (TMS). Os espectros de ''B foram calibrados

usando BF;Et,0 (0,0 ppm) como referéncia externa.

Infra-Vermelho (1V)
Os espectros de IV foram obtidos a partir de amostras dos compostos em estudo
preparadas sob a forma de pastilhas de KBr, num espectrdmetro Brunker Tensor 27 com

transformada de Furier.

Espectrometria de Massa
Os espectros de massa foram obtidos num espectrometro ESI/QITMS (electrospray
single ionization/quadropole ion trap mass spectometry) Bruker HCT, com ionizagdo por

electrospray pelo Doutor Joaquim Margalo ou pela Doutora Célia Fernandes (C*TN) ou por
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MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization/ Time of Flight) com um

espectrometro Brunker DALTONICS Ultraflex Il, pela Doutora Christine Goze do ICMUB, em

Dijon.

Espectrometria UV-Vis

Os espectros de absorgdo foram obtidos num espectrémetro VARIAN CARY 50

Fluorescéncia e Determinagao do rendimento quantico

Os espectros de emissdo fluorescente foram obtidos utilizando um espectrofotémetro

Flourolog®-3. O rendimento quantico (¢¢) foi calculado a partir da equagdo 1. Como sistema de

referéncia utilizou-se a rodamina 6G (¢..s= 0,78 em agua, Ae, = 488 nm).

Onde,
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Equacao 1

¢ e ¢ sdo os valores do rendimento quantico do composto e do composto de
referéncia, respectivamente.

n é o indice de refragdo do meio (n= 1,33 4gua; n=1,32 MeOH).

Ir e Il sd3ao as intensidades fluorescentes do composto e da referéncia,
respectivamente.

F e F; corresponde a area do espectro de fluorescéncia do composto e da referéncia,
respectivamente.

A(Ag) e Ag(Ag) é o valor de absor¢do no comprimento de onda de excitacdo do

composto e da referéncia, respectivamente.
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6.3. Sintese e Caracterizagao

Para uma melhor identificacdo dos sinais atribuidos na caracterizacdo por RMN dos
compostos descritos nesta tese, apresenta-se a titulo de exemplo na Figura 6.1., a numeracao

da estrutura quimica do estradiol.

Figura 6.1.- Estrutura quimica da molécula de estradiol e respectiva numeragdo

6.3.1. Sintese dos derivados de estradiol funcionalizados em C16

6.3.1.1. Sintese do 3-(terc-dimetilsililoxi)estra-1,3,5(10)-trien-17-ona (2.2)
O

A uma solucdo de DMF (4 mL) contendo 800 mg de estrona

(2,9 mmol) adicionou-se 656 mg de cloreto de terc-
+?i_o butildimetilsilano (TBDMSCI) (4,23 mmol) e 592 mg de
imidazolo (8,7 mmol). A mistura reaccional ficou em agitacdo a temperatura ambiente durante
aproximadamente 6h, observando-se a formacdo de um precipitado branco. Verteu-se a
mistura reaccional em cerca de 50 mL de H,0 e extraiu-se com acetato de etilo (EtOAc) (3x
100mL). A fase organica foi seca com sulfato de magnésio (MgS0,), filtrada e o solvente
removido sob vazio, tendo-se obtido o composto pretendido sob a forma de um sélido branco.

Rendimento: 80% (892 mg; 2,32 mmol).

Rf (n-hexano/EtOAc (8:1)): 0,22
'H-RMN (300 MHz, CDCls, 8): 0,20 (s, 6H, Si(CHs),), 0,93 (s, 2H, CH3-18), 0,99 (s, 9H, C(CH)s),
1,44-2,80, 2,81-2,83 (m, 2H, CH,-6); 6,58 (d, 1H, J= 2,4 Hz, H-4), 6,64 (dd, 1H, J= 2,7, J= 8,4 Hz,
H-2), 7,13 (d, 1H, J= 8,4 Hz, H-1)
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6.3.1.2. Sintese do 4-[3’-(terc-butilidimetilsililoxi)-17-oxoestra-1’,3’,5’(10’)-

trien-16’a-illbromobut-2-eno (2.3)**

O O composto 2.3 foi obtido segundo o método descrito

'////\/\Br por Fevig com algumas modificacdes.'®A uma solucdo

_\75,0 de THF seco (8 mL), contendo 180 pL de
diisopropilamina recentemente destilada (1,80 mmol) e

arrefecida a 0°C, adicionou-se 720 plL de n-butilitio (solu¢do 1,6M em hexano, 1,12 mmol).
Apds 30 min em agitacdo a 0°C adicionou-se 2.2 (570 mg, 1,5 mmol). A mistura reaccional
ficou em agitacdo durante 1h a 0°C. Apds este periodo, arrefeceu-se a mistura reaccional a
-45°C (mistura de acetona/gelo seco) e adicionou-se gota-a-gota uma solucdo de 1,4-
dibromobut-2-eno (754 mg, 3,54 mmol) dissolvido em 4 mL de THF seco durante
aproximadamente 30 min. A reac¢do prosseguiu a temperatura inferior a -35°C durante 3h.
Verteu-se a mistura reaccional em 30 mL de H,0 e fez-se uma extrac¢do com EtOAc (3x 50 mL).
Secou-se a fase organica com MgSO,, filtrou-se e removeu-se o solvente no evaporador
rotativo. O composto pretendido foi obtido apds coluna cromatogréfica de silica-gel utilizando

o sistema de elui¢do n-hexano/CHCly/éter (15:2:1). Rendimento: 35% (269 mg; 0,52 mmol).

Rf (n-hexano/CHCls/éter dietilico 10:2:1): 0,32

'H-RMN (300 MHz, CDCls, 8): 0,17 (s, 6H, Si(CHs),); 0,93 (s, 3H, CH5-18); 0,95 (s, 9H, C(CHs));
1,40-1,53, 1,57-1,95; 1,96-2,58; 2,81-2,83 (m, 2H, CH,-6); 3,91-3,94 (m, 2H, CH,Br); 5,71-5,75
(m, 2H, CH=CH); 6,55 (d, 1H, J= 2,4 Hz, H-4), 6,60 (dd, 1H, J= 2,4, J= 8,4 Hz, H-2), 7,09 (d, 1H,
J= 8,4 Hz, H-1)

BBC-RMN (75 MHz, CDCls, 8): -4,41 (Si(CHs),); 0,99; 14,56 (C18); 18,42; 25,68 (C(CHs)s); 26,39;
26,58; 29,43; 31,54; 32,82; 33,15; 38,23; 43,98; 44,01; 47,55; 48,64; 117,28 (C2); 120,00 (C4);
126,09 (C1); 128,35 (CH=CH); 132,69 (C10); 133,77 (CH=CH); 137,60 (C5); 153,46 (C3); 220,99
(C=0)
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6.3.1.3. Sintese do 4-[3’-metoxi-17’-oxoestra-1’,3’,5’(10’)-trien-16’a/B-il]but-

2-enoato de metilo (2.5)'%*

O O composto 2.5 foi obtido segundo o método descrito

/\)OJ\O/ por Tremblay.®® A 15 mL de THF seco adicionou-se

H,CO 0,480 mL de diisopropilamina destilada (3,4 mmol).
Colocou-se a solugdo a -25°C (mistura de acetona/gelo

seco) e adicionou-se 2,125 mL de n-butilitio (solugdo 1,6M em hexanos; 3,4 mmol). Apds 30
min em agitacdo, a mistura reacional foi arrefecida a -78°C (mistura de acetona/gelo seco).
Adicionou-se 800 mg de 3-metoxi-estrona (2.4) (2,8 mmol) dissolvida em 30 mL de THF seco.
Apds 1h em agitacdo, a 0°C, a mistura reacional foi novamente colocada a -78°C e adicionou-se
gota-a-gota, 0,591 mL de HMPA pré-seco (3,4 mmol) e 0,387 mL de 4-bromo metilcrotonato a
85% (2,8 mmol) diluido em 5 mL de THF seco. A mistura reaccional ficou em agitacdo, sob
atmosfera inerte de N,, até atingir a temperatura ambiente (12h). A reacc¢do foi interrompida
apoés adicdo de H,0 e extracgdo com EtOAc (3x 100mL). Efectuou-se a lavagem da fase
organica com uma solugdo saturada de NaCl (1x 300 mL). Secou-se a fase organica com MgSQ,,
filtrou-se e removeu-se o solvente no evaporador rotativo. O composto pretendido foi
purificado por cromatografia em coluna de silica-gel, utilizando como eluente uma mistura de

éter de petréleo e EtOAc (85:15). Obteve-se uma mistura de isémeros a/B de 2.5 na proporgio

de 4:1 sob forma de um dleo amarelo. Rendimento: 43% (460 mg; 1,20 mmol).

Rf (éter petrdleo/EtOAc (85:15)): 0,36

'H-RMN: (300 MHz, CDCls, 8): 0,91 e 0,97 (2s, 3H, CHs-18, 16B:16a, 1:4); 1,38-1,58; 1,68-1,96;
1,97-2,38; 2,40-2,71 (m, 2H, CH,CH=CH), 2,89 (m, 2H, CH,-6); 3,72 (s, 3H, COOCH;); 3,76 (s,
CH;0Ar), 5,86 (d, J= 15,6 Hz, 1H, CH=CH), 6,62 (d, 1H, J= 2,7 Hz, H-4), 6,70 (dd, 1H, J= 2,7, )= 8,7
Hz, H-2), 6,94 (m, 1H, CH=CH), 7,18 (d, 1H, J= 8,4 Hz, H-1)
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6.3.1.4. Sintese do 4-[3’-metoxi-17’B-hidroxiestra-1’,3’,5’(10’)-trien-16’a/B-
illbutanol (2.7)***

O OH
T ®)
25 ﬁ» /\)J\ — N“OH

H3CO 2.6 HsCO 27

O composto 2.7 foi sintetizado com base no método descrito por Tremblay em dois passos

sucessivos:

(a) Reducdo da dupla ligacdo: Uma suspensdo de 2.5 (1,117 g; 2,9 mmol) contendo 160 mg de

Pd/C 10% em 160 mL de MeOH foi borbulhado com H, durante 18h, a temperatura ambiente.
Apds este periodo, filtrou-se a suspensdo, sob celite, e o solvente foi removido a pressdo

reduzida obtendo-se o composto intermediario 2.6 (ndo caracterizado);

(b) Reducdo dos grupos cetona e éster: Dissolveu-se o composto 2.6. obtido em (a) em 40 mL

de THF seco e adicionou-se lentamente 9,3 mL de LiAlH, (solugdo 1,0M em THF, 9,3 mmol). A
mistura reaccional ficou durante 2h, em agitacdo a -78°C (mistura de acetona/gelo seco). De
seguida colocou-se a mistura reaccional a temperatura de 0°C e deixou-se em agitacdo durante
1h. Interrompeu-se a reacgdo por adicdo de H,0 seguido, de extragdo com EtOAc (3x 100 mL).
Lavou-se a fase orgadnica com uma solucdo saturada de NaCl e removeu-se o solvente no
evaporador rotativo. O composto pretendido foi obtido apds purificagdo por cromatografia de
coluna com silica-gel utilizando-se como eluente uma mistura de n-hexano/EtOAc (60:40).

Rendimento: 42% (437 mg; 1,22 mmol).

Rf (n-hexano/EtOAc (60:40)): 0,13

'H-RMN: (300 MHz, CDCls, 8): 0,76 e 0,79 (25, 3H, CH;-18, 16B:16aq, 1:3); 1,26-1,41; 1,43-1,88;
2,07-2,19; 2,81-2,85 (m, 2H, CH»-6); 3,19 (d, 1H, J=9,9 Hz; Hi74/164); 3,26 (d, 1H, J=7,5 Hz,
Hi7q/168); 3,64 (t, 2H, J=6,7 Hz, CH,0H); 3,75 (s, 3H, CH;0Ar), 6,61 (d, 1H, J= 3 Hz, H-4), 6,69 (dd,
1H, J= 3 Hz, J= 8,7 Hz, H-2); 7,18 (d, 1H, J= 8,7 Hz, H-1)
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6.3.1.5. Sintese  4-[3’-metoxi-17’B-hidroxiestra-1’,3’,5’(10’)-trien-16’a/B-

illbromobutano (2.8)***

OH A uma solugcdo de CH,Cl, seco (40 mlL) contendo o
~p composto 2.7 (432 mg; 1,2 mmol) adicionou-se
trifenilfosfina  (PPh;) (629 mg, 2,4 mmol) e

H5;C
tetrabromometano (769 mg; 2,4 mmol), a 0°C. Apds 3h
em agitacdo, sob atmosfera inerte, removeu-se o solvente sob vacuo. O composto pretendido

foi obtido apds purificagdo por cromatografia de coluna de silica-gel utilizando-se uma mistura

de n-hexano (70->50) e EtOAc (30->50) como eluente. Rendimento: 53% (270 mg; 0,64 mmol).

Rf (n-hexano/EtOAc (80:20)): 0,23

'H-RMN: (300 MHz, CDCls, §): 0,76 e 0,79 (2s, 3H, CHs-18, 16B:160, 1:3); 1,21-1,61; 1,83-1,92;
2,18-2,31; 2,82-2,85 (m, 2H, CH»-6); 3,19 (d, 1H, J=9,9 Hz; Hi74/164); 3,25 (d, 1H, J=7,5 Hz,
Hi7q/168); 3,42 (t, 2H, J=6,7 Hz CH,Br); 3,76 (s, 3H, CH;0Ar), 6,64 (d, 1H, J= 2,7 Hz, H-4), 6,72 (dd,
1H, J=2,7,J=8,5 Hz, H-2); 7,21 (d, 1H, J= 8,7 Hz, H-1)

6.3.1.6. Sintese do 4-[3’,17’B-dihidroxiestra-1’,3’,5’(10’)-trien-16’a-

illbromobutano (2.9)***

OH
A uma solucdo de 10 mL de CH,Cl, seco contendo 60
Uag-" mg de 2.8 (0,014 mmol) adicionou-se, gota-a-gota, uma
HO solugdo de tetrabrometo de boro (BBr,) 1M dissolvido

em 1mL de CH,Cl, seco. A mistura reaccional ficou em agitacdo a temperatura ambiente,
durante 90 min. Em seguida adicionou-se H,0 e fez-se uma extrac¢do com CH,Cl, (3x 20 mL). A
fase organica foi seca com MgSO, e o solvente removido no evaporador rotativo. O composto
pretendido foi obtido apds purificagdo por cromatografia em coluna de silica-gel utilizando
como eluente uma mistura de n-hexano/EtOAc (80:20). Rendimento: 77% (45 mg; 0,011

mmol).

Rf (n-hexano/EtOAc (80:20)): 0,13

'H-RMN: (300 MHz, CDCls, 8): 0,78 (s, 3H, CH-18); 1,21-1,65; 1,83-1,82; 2,18-2,31; 2,82-2,85
(m, 2H, CH,-6); 3,25 (d, 1H, J=7,5 Hz, CH-17a); 3,45 (t, 2H, J=6,7 Hz, CH,Br); 6,64 (d, 1H, J= 2,3
Hz, H-4), 6,72 (dd, 1H, J= 2,6, )= 8,6 Hz, H-2); 7,21 (d, 1H, J= 8,4 Hz, H-1)
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6.3.1.7. Sintese do 1-[3’-metoxi-17’-oxoxiestra-1’,3’,5’(10’)-trien-16’p-

illmetanoato de metilo (2.10)"**'*

0O A 8 mL de THF seco adicionou-se 0,240 mL de
COOCH3;  diisopropilamina destilada (1,68 mmol). Colocou-se a
e solucdo a -25°C (gelo seco + acetona), e adicionou-se 1,100
mL de n-butilitio (solugdo 1,6M em hexanos; 1,68 mmol).

Apds 30 min, a mistura reaccional foi colocada a -78°C (mistura de acetona/gelo seco) e
adicionou-se 400 mg de 3-metoxi-estrona (1,4 mmol) dissolvida em 10 mL de THF seco. Apds
agitacdo, a 0°C sob atmosfera de azoto a durante 1h, a mistura reaccional foi colocada
novamente a -78°C. Adicionou-se, gota-a-gota, 0,240 mL de HMPA (pré-seco em peneiros) (1,4
mmol) e 0,120 mL de cianoformiato de metilo (CNCOOMe) (1,4 mmol). Apds 2h em agitacdo a
-78°C, adicionou-se H,0 e fez-se uma extracgdo com EtOAc (3x 30 mL). A fase organica foi
lavada com uma solucdo saturada de NaCl e seca com MgSO,. O composto pretendido foi
obtido na forma de um sélido branco amorfo apds 2 purificagcdes sucessivas em coluna de
silica-gel, utilizando como eluente uma mistura de n-hexano (90->85) e EtOAc (10->15).

Rendimento: 49% (236 mg; 0,69 mmol).

Rf (n-hexano/EtOAc (85:15)): 0,29

'H-RMN: (300 MHz, CDCls, 6): 0,96 (s, 3H, CH3-18); 1,42-1,61; 1,96-2,10; 1,28-2,87; 2,87-2,90
(m, 2H, CH,-6); 3,19 (dd, 1H, CH-16qa), 3,74 (s, 3H, COOCH;), 3,76 (s, 3H, CH;0Ar), 6,65 (d, 1H,
J=2,7 Hz, H-4), 6,72 (dd, 1H, J= 2,7, J= 8,7 Hz, H-2), 7,21 (d, 1H, J= 8,7 Hz, H-1)

6.3.1.8. Sintese do 6-[3’-metoxi-17’-oxoestra-1’,3’,5’(10’)-trien-16’a/B-il-

16’a/B-(metoxicarbonil)-]-1-[(tetrahidro-2’H-piran-2’-il)oxilhexano (2.11)'%**%*

o A uma solucdo de hidreto de potassio (KH) (128 mg, 3,21

COOCH; mmol) em 35 mL de THF seco, adicionou-se 500 mg de

(CH5)sOTHP
2.10 (1,46 mmol) e 367 mg de 18-coroa-6 (1,39 mmol).

HC Ap0ds 1h a temperatura de refluxo, adicionou-se 640 L de
éter tetrahidropiranilo-6-bromo-1-hexanol (Br(CH,)sOTHP). A mistura reaccional permaneceu a
temperatura de refluxo durante 1 noite. De seguida adicionou-se H,0 para eliminar o KH em
excesso. Apds extraccdo com EtOAc lavou-se a fase organica com uma solucdo saturada de

NaCl. Secou-se a fase organica com MgSQ,, filtrou-se e removeu-se o solvente no evaporador
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rotativo. O composto pretendido foi obtido sob a forma de um dleo amarelo apds purificacao
em coluna de silica-gel utilizando como eluente uma mistura de n-hexano (90->0) e EtOAc (10-

>100). Rendimento: 60% (463 mg; 0,88 mmol).

Rf (n-hexano/EtOAc (95:5)): 0,30

'H-RMN (300 MHz, CDCl, 6): 0,90 (s, 3H, CH;-18); 1,23-1,69; 1,87-1,89; 1,96-2,5; 2,83-2,97 (m,
2H, CH,-6); 3,36, 3,48, 3,71, 3,83 (4m, 4H, OCH,- THP), 3,70 (s, 3H, COOCH5;), 3,76 (s, CH;0Ar),
4,54 (t, 1H, CH-THP), 6,63 (d, 1H, J= 2,3 Hz, H-4), 6,69 (dd, 1H, J= 3 Hz, J= 8,7 Hz, H-2), 7,17 (d,
1H, J= 8,4 Hz, H-1)

6.3.1.9. Sintese do 6-[(3’-metoxi-17’-oxoestra-1’,3’,5’(10’)-trien-16"a/B-il)]-1-

[tetrahidro-2’H-piran-2’-il)oxi]hexano (2.12)"**'*

Dissolveu-se o composto 2.11 (400 mg, 0,76 mmol) em

(CH260THP 1 00mL de DMF seco e adicionou-se cloreto de litio
HsC (644 mg, 15,2 mmol) e H,0 (0, 276 mL, 15,2 mmol).
Apds 2 dias em agitagdo, a temperatura de refluxo, colocou-se a mistura reaccional a 0°C e
adicionou-se EtOAc. A fase organica foi extraida com uma solugdo de HClI 1N e lavada com
uma solucdo saturada de NaCl. Secou-se a fase organica com MgSQ,, filtrou-se e removeu-se o
solvente no evaporador rotativo. Apds cromatografia em coluna de silica-gel utilizando como
eluente uma mistura de n-hexano/ EtOAc na propor¢do de 90:10, obteve-se uma mistura

isomérica a/p (1:4) do composto pretendido na forma de um dleo amarelo. Rendimento: 45%

(159 mg; 0,34 mmol).

Rf (n-hexano/EtOAc (90:10)): 0,31

'H-RMN (300 MHz, CDCl;, 8): 0,84 e 0,91 (2s, 3H, CH5-18, 16B:16a, 4:1); 1,23-1,61; 1,68-2,5;
2,85-2,87 (m, 2H, CH,-6); 3,21 (m, 1H, CH-16a); 3,34; 3,47; 3,69; 3,86 (4m, 4H, OCH,- THP);
3,75 (s, CH;0Ar); 4,55 (t, 1H, CH-THP); 6,62 (d, 1H, J= 2,7 Hz, H-4); 6,71 (dd, 1H, J= 3Hz, J= 8,7
Hz, H-2); 7,18 (d, 1H, J= 8,7 Hz, H-1)

ESI-MS (+): m/z 491,4 [M+Na]" (calculado: 491,3)
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6.3.1.10. Sintese do 6-[(3’-metoxi-17’B-hidroxiestra-1’,3’,5’(10’)-trien-16"a/B-
il)]-1-[tetrahidro-2’H-piran-2’-il)oxi]hexano (2.13)"%1%3

OH A uma solu¢dao de 40 mL de THF seco contendo o

(CH)sOTHP  composto 2.12 (232 mg, 0,49 mmol) a -78°C (mistura

HLCO de acetona/gelo seco) adicionou-se, gota-a-gota, 2 mL
de LiAlH, (solucdo 1M; 2 mmol) diluido em 3 mL de

THF seco. Apds 1h a -78°C, sob atmosfera inerte, adicionou-se EtOAc e H,0, a temperatura
ambiente, por forma a eliminar o LiAlH, em excesso, seguido de extrac¢do com EtOAc (3x 60
mL). Secou-se a fase organica com sulfato de sédio (Na,SO,) e removeu-se o solvente. O
composto pretendido foi obtido sob a forma de um sélido branco apds purificacdo por

cromatografia em coluna de silica-gel usando como eluente uma mistura de éter de

petréleo/acetona (80:20). Rendimento: 57% (132 mg; 0,28 mmol).

Rf (éter de petrdleo/acetona (80/20)): 0,30

'H-RMN (300 MHz, CDCls, §): 0,84 e 0,91 (2s, 3H, CHs-18, 16p:16a, 4:1); 1,23-1,58; 1,66-2,29;
2,82-2,84 (m, 2H, CH,-6); 3,34; 3,47; 3,69; 3,86 (4m, 4H, OCH,- THP); 3,76 (s, CH;OAr); 4,55 (t,
1H, CH-THP); 6,61 (d, 1H, J= 2,7 Hz, H-4); 6,69 (dd, 1H, J= 2,7Hz, J= 8,4 Hz, H-2); 7,18 (d, 1H,
J=8,7 Hz, H-1)

6.3.1.11. Sintese do 6-[(3’-metoxi-17’B-hidroxiestra-1’,3’,5’(10’)-trien-16’p-

illbromohexano (2.14)"'®

OH A sintese do composto 2.14 ocorreu em dois passos
Br  sequenciais baseado no método descrito por

HsC Tremblay.'®

(a) Dissolveu-se o composto 2.13 (134 mg; 0,28 mmol) em 10 mL de uma solugdo metandlica
de HCl (2%) e manteve-se a solugdo em agitacdo, a temperatura ambiente, durante 5h.
Adicionou-se H,0 e fez-se uma extrac¢do com CHCl; (3x 50 mL). Apds lavagem da fase organica
com uma solucdo saturada de NaCl e secou-se com Na,SO,. Removeu-se o solvente no

evaporador rotativo. Nao foi feita qualquer purificagdo do crude obtido.

Rf (éter petrdleo/acetona (70:30)): 0,38
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(b) O crude obtido em (a) foi re-dissolvido em 10 mL de CH,Cl, seco ao qual se adicionou PPh;
(173 mg; 0,66 mmol). Colocou-se a mistura reaccional a 0°C e adicionou-se, gota-a-gota, CBr,
(219 mg; 0,66 mL) em 4 mL de CH,Cl, seco. Apds 2h em agitacdo a 0°C, sob atmosfera inerte,
removeu-se o solvente sob vazio. O composto pretendido foi obtido, apds purificacdo por
cromatografia em coluna de silica-gel utilizando como eluente uma mistura de éter de
petrdleo/acetona, na proporc¢io de 80:20, sob a forma de um sélido ligeiramente amarelado.

Rendimento: 24% (31 mg; 0,07 mmol).

Rf (éter petrdleo/acetona (70:30)): 0,68

'H-RMN (300 MHz, CDCl, 8): 0,74 (s, 3H, CH;-18); 0,83-0,94; 0,98-1,59; 1,80-2,30; 2,81-2,86
(m, 2H, CH»-6); 3,39 (t, 2H, CH,Br), 3,76 (s, CH30Ar), 6,61 (d, 1H, J= 3 Hz, H-4), 6,70 (dd, 1H, J=
2,7,J=8,7 Hz, H-2), 7,18 (d, 1H, J= 8,4 Hz, H-1)

6.3.1.12. Sintese do  6-[(3’,17’B-dihidroxiestra-1’,3’,5’(10’)-trien-16’p-

illbromohexano (2.15)**

OH A uma solugdo de CH,Cl, seco (15 mL) contendo o
composto 2.14 (104 mg; 0,23 mmol) a 0°C, adicionou-se

Br
lentamente uma solug¢do de BBr; 1M (0,1 mmol) diluido

HO
em 2 mL de CH,Cl, seco. Apds 3h em agitacdo a

temperatura ambiente, adicionou-se H,0 e fez-se uma extracgdo com CH,Cl, (2x 50 mL). A fase
organica foi seca com Na,SO, e o solvente removido no evaporador rotativo. O composto
pretendido foi obtido sob a forma de um sdlido branco apds purificagdo por cromatografia em

coluna de silica-gel utilizando como eluente uma mistura de n-hexano (85->60) e EtOAc

(15->40). Rendimento: 44% (44 mg; 0,10 mmol).

Rf (n-hexano/EtOAc (70:30)): 0,30

'H-RMN (300 MHz, CDCls, 8): 0,70 (s, 3H, CH,-18); 0,81-1,06; 1,17-1,59; 1,76-2,30; 2,73-2,76
(m, 2H, CH,-6); 3,34 (t, 2H, CH,Br); 3,67 (d, 1H, J= 9,9 Hz, CH-170); 6,49 (d, 1H, J= 2,7 Hz, H-4);
6,55 (dd, 1H, J= 2,7, J= 8,4 Hz, H-2); 7,08 (d, 1H, J= 8,4 Hz, H-1)
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6.3.1.13. Sintese do 4-[3’-(terc-butildimetilsililoxi)-17’-oxoestra-
1’,3’,5’(10’)trien-16’a-il]azidobut-2-eno (2.16)"*°

e} Dissolveu-se o composto 2.3 (174 mg, 0,38 mmol)
e N numa mistura de DMSO:THF:H,0 (15mL: 6mL: 3mL).

Si-0
I mistura reaccional ficou em agitacdo a temperatura

N
‘ | 3 Adicionou-se 221 mg de azida de sédio (3,4 mmol) e a
ambiente durante 20h. Verteu-se a mistura reaccional em 240 mL de H,0 e extraiu-se com
CH,Cl, (3x 200mL). A fase organica foi depois extraida com uma solugdo saturada de NaCl, seca
com MgS0O, e o solvente foi posteriormente removido sob vdcuo no evaporador rotativo. O
produto obtido foi re-dissolvido em CH,Cl, e filtrado numa coluna de pequenas dimensdes de

silica-gel utilizando CH,Cl, como eluente. Apds remoc¢do do solvente obteve-se 2.16 sob a

forma de um sélido branco acastanhado. Rendimento: 84% (156 mg; 0,32 mmol).

'H-RMN (300 MHz, CDCls, 8): 0,17 (s, 6H, Si(CHs),); 0,94 (s, 3H, CH3-18); 0,96 (s, 9H, C(CHs)3);
1,38-1,53; 1,77-1,81; 1,84-1,96; 1,96-2,5; 2,80-2,83 (m, 2H, CH,-6); 3,70 (d, 2H, CH,N;, J= 6,0
Hz); 5,55-5,70 (m, 2H, CH=CH); 6,55 (d, 1H, J= 2,4 Hz, H-4), 6,60 (dd, 1H, J= 2,4, J= 8,4 Hz, H-2),
7,08 (d, 1H, J= 8,4 Hz, H-1)

6.3.1.14. Sintese do  4-[3’-(terc-butildimetilsililoxi)-17’B-hidroxiestra-
1’,3’,5’(10’)trien-16’a-il]but-2-enilamina (2.17)*®

OH Dissolveu-se o composto 2.16 (82 mg, 0,17 mmol) em 4,5

'////\/\NHZ mL de THF seco. Colocou-se a solugdo a -80°C (mistura de

_’_éi/o acetona/gelo seco) e adicionou-se hidreto de aluminio litio
! sélido (LiAlH;) (19 mg, 0,51 mmol). A mistura reaccional
ficou em agitacdo a -80°C sob atmosfera inerte, durante 30 min, para promover a reducéo do
grupo cetona a hidréxilo. Colocou-se a mistura reaccional a -10°C (mistura de gelo/NaCl)
deixando-a em agitacdao por mais 3h a -10°C de modo a ocorrer a reducao do grupo azida a
amina. Apds este periodo, adicionou-se H,0, gota-a-gota, para eliminar o LiAlH, em excesso.
Adicionou-se a mistura reaccional a uma solugdo saturada de NaCl e extraiu-se com CH,Cl, (3x
30 ml). Secou-se a fase orgdnica com MgSQ,, filtrou-se e removeu-se o solvente. Obteve-se o

composto pretendido sob a forma de um sélido acastanhado cristalino. Rendimento: 80% (63

mg; 0,14 mmol).
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H-RMN (300 MHz, CDCls, 8): 0,17 (s, 6H, Si(CHs),); 0,79 (s, 3H, CH3-18); 0,96 (s, 9H, C(CHs)s);
1,81-2,28; 2,76-2,79 (m, 2H, CH,-6); 3,27 (d, 1H, J=7,5Hz, CH-17a); 3,30-3,75 (m, 2H, CH,;NH,);
5,27-5,61 (m, 2H, CH=CH); 6,55 (d, 1H, J= 2,4 Hz, H-4), 6,60 (dd, 1H, J= 2,4, )= 8,4 Hz, H-2), 7,09
(d, 1H, J= 8,4 Hz, H-1)

ESI-MS (+): m/z 456,2 [M+H]" (calculado: 456,3)

HPLC (Método B): 18,12 min

6.3.1.15. Sintese do  4-[3’-(terc-butildimetilsililoxi)-17’B-hidroxiestra-
1’,3’,5’(10’)trien-16’a-il]butilamina (2.18)

OH Dissolveu-se o composto 2.17 (356 mg, 0,78 mmol) em
'////\/\NH 65 mL de MeOH e adicionou-se 65 mg de Pd/C 10%.
2
4’,5,0 Borbulhou-se a solugdo durante 10h com H,. Apds esse
[

periodo a solucdo ficou em agitacdo durante uma noite
em atmosfera saturada em H,. Filtrou-se sob celite e evaporou-se o solvente. O composto
pretendido foi obtido sob a forma de um sélido amarelado cristalino. Rendimento: 87% (311

mg; 0,68 mmol).

'H-RMN (300 MHz, CDCls, 8): 0,16 (s, 6H, Si(CHs),); 0,78 (s, 3H, CH5-18); 0,95 (s, 9H, C(CHs)s);
1,25-1,91 ; 2,15-2,27; 2,69; 2,76-2,79 (m, 2H, CH,-6); 3,20 (1H, CH-17a, J= 7,5 Hz); 3,30-3,75
(br, 2H, CH,NH,); 6,53 (d, 1H, J= 8,7 Hz, H-4), 6,58 (dd, 1H, J= 2,4, J= 8,4 Hz, H-2), 7,09 (d, 1H,
J= 8,4 Hz, H-1)

3C.RMN (75 MHz, CDCls, 6): -4,41 (Si(CHs),); 11,97 (C18); 18,15; 25,69 (C(CHs)s); 26,14; 27,64;
29,60; 30,18; 33,59; 34,95; 35,63; 38,53; 42,00; 43,65; 44,15; 48,38; 77,21; 86,04 (C17-OH);
117,11 (C2); 119,91 (C4); 126,06 (C1); 133,06 (C10); 137,81 (C5); 153,26 (C3)

ESI-MS (+): m/z 458, 4 [M+H]" (calculado: 458,8)

HPLC (Método B): 17,78 min
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6.3.2. Sintese e caracterizagao dos conjugados de estradiol

6.3.2.1. Sintese conjugado TBDMS-E2-DTPA anidro (2.19)

OH o (COO"' /_/2) A uma suspens3o de di-anidrido de DTPA,
/CCSDE;"/”//\/\”JJVN\/\)NNN% em 2 mL de DMF seco (267 mg; 0,75 mmol)
TBDMSO Hooc e EtsN (100 pL, 0,75 mmol) adicionou-se
gota-a-gota a o composto 2.17 (63 mg; 0,11 mmol) em 1 mL de DMF seco. A mistura reaccional
ficou sob agitacdo em atmosfera inerte durante 24 h. Apds este periodo, o solvente foi

removido sob vazio e o crude obtido lavado varias vezes com agua (5x 10 mL). O composto

pretendido foi obtido sob a forma de um sdlido branco acastanhado.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-d6, 8): 0,19 (s, 6H, Si(CHs),); 0,81 (s, 3H, CH;-18); 0,97 (s, 9H,
C(CHs)3); 1,23-1,38; 1,72-2,30; 2,77-3,90; 5,48 (m, 2H, CH=CH); 6,53-6,63 (m, 2H); 7,76 (m, 1H);
8,26 (m, 1H)

ESI-MS (+) (m/z): 813,7 [M + H]" (calculado: 813,4)

6.3.2.2. Sintese do conjugado E2-DTPA anidro (2.20)

OH o (COOH /<° A uma suspensdo de 2.19 (60 mg; 0,073

o} ..

Céj:&’/\/\”k'\l\/\)l\lwh‘ﬁ mmol) em 5mL de CHsCN adicionou-se o
o)

HO

HOOC acido p-toluenosulfénico (p-TSA) (29 mg; 0,15

mmol). A mistura reaccional ficou em agitacdo, a temperatura de refluxo, durante 24h.
Verificou-se a formag¢dao de um precipitado amarelo. O precipitado foi separado do
sobrenadante por centrifugacdo e seco sob vazio. O composto 2.20 foi obtido apés purificagdo

por HPLC (Método D) sob forma de um pé branco. Rendimento: 24% (12 mg; 0,018 mmol).
'H-RMN (300 MHz, DMSO-d6, 8): 0,81 (s, 3H, CH,-18); 1,23-1,38; 1,72-2,30; 2,77-3,90; 5,48 (m,

2H, CH=CH); 6,53-6,63 (m, 2H); 7,76 (m, 1H); 8,26 (m,1H)
ESI-MS (+) (m/z): 669,7 [M + H]" (calculado 669,4)
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6.3.2.3. Sintese do 4-[3’,17’B-dihidroxiestra-1’,3’,5’(10’)trien-16’a-il]but-2-
enilamina (2.21)

OH Em 4 mL de CH,CI, dissolveu-se o composto 2.17 (50 mg;

" ~"NH, 0,11 mmol). Adicionou-se 1 mL de TFA e a mistura

HO reaccional ficou em agitacdo, a temperatura ambiente,

durante 6h. Removeu-se o solvente sob vazio. Apds purificacdo do crude obtido por HPLC

(Método E), obteve-se a amina pretendida (2.21) pura. Rendimento: 7% (3 mg; 0,008 mmol).

'H-RMN (300 MHz, CD50D, §): 0,82 (s, 3H, CH5-18); 1,25-1,47; 1,86-1,93; 2,11-2,44; 2,75-2,77
(m, 2H), 3,52 (d, 1H, H-17a; J=6,9 Hz), 5,55-5,65 (m, 1H, CH); 5,93-6,03 (m, 1H, CH); 6,48 (d, 1H,
J=2,7 Hz, H-4); 6,54 (dd; 1H; J= 2,4 Hz; J=8,1 Hz, H-2); 7,06 (d, 1H, J= 8,4 Hz, H-4)

HPLC (método B): 8,88 min

6.3.2.4. Sintese de dietilenotriamino-N-benzil-N’,N’,N’’,N’’-tetraacetato de

terc-butilo (2.23)

A uma solucdo de di-terc-butil-2-dibromoetiliminodiacetato

(384 mg; 1,1 mmol) em 10 mL de CH;CN seco adicionou-se

‘BuoOC COO'Bu
’ _\N\/\ /\,N/_ benzilamida (0,056 mL; 0,52 mmol) e N,N-diisopropiletilamida
Buooc—/ N \—coo'Bu

(DIPEIA) (0,225 mL; 1,29 mmol). A mistura reaccional ficou, em
agitacdo, durante 12h a 50 °C e depois concentrada sob vazio. O composto pretendido foi
obtido sob a forma de um dleo amarelo apés purificagdo por coluna de silica-gel utilizando
como eluente uma mistura de n-hexano(3->0) e EtOAc (2->1). Rendimento: 45% (325 mg; 0,50

mmol).

Rf (n-hexano/ EtOAc (70:30)): 0,32

'H-RMN (300 MHz, CDCls, 8): 1,38 (s, 36H, 'Bu); 2,57 (t, 4H, J= 7,1 Hz, CH,N); 2,79 (t, 4H, J= 7,1
Hz, CH,N); 3,36 (s, 8H, CH,COO'Bu); 3,57 (s, 2H, CH,Ar); 7,19-7,27 (m, 5H, Ar)

BC-RMN (75 MHz, CDCls, 8): 28,1 (CHs); 51,9 (CH,); 52,7 (CH,); 56,1 (CH,); 59,0 (CH,Ar); 80,74
(C-'Bu); 126,8; 128,1; 128,8 (CH (Ar)); 139,5 (C-Ar); 170,7 (C=0)

ESI-MS (+) (m/z): 650,4 [M + H]" (calculado: 650,4)
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6.3.2.5. Sintese de dietilenotriamino-N,N,N’,N’-tetraacetato de terc-butilo

(2.24)

. Uma solucdo de 2.23 e Pd/C 10% (45 mg) em MeOH (45 mL) foi
Bu'00C— [—COO'Bu

_/N\/\N/\,N\_ borbulhada com H,, durante 24h. Filtrou-se a mistura reaccional
Bu'OOC H COO'Bu

sob celite e removeu-se o solvente no evaporador rotativo. O
composto 2.24 foi obtido sob a forma de um dleo ligeiramente amarelado. Rendimento: 91%

(178 mg; 0,32 mmol).

'H-RMN (300 MHz, CDCl;, 8): 1,44 (s, 36H, 'Bu); 2,80-2,96 (m, 8H, CH,N); 3,44 (s, 8H,
CH,COO'Bu)

BC-RMN (75 MHz, CDCl3, 8): 27,9 (C(CHs)3); 46,8 (CH,); 52,9 (CH,); 56,3 (NCH,COO'Bu); 80,9
(C(CHs)5); 170,8 (C=0)

6.3.2.6. Sintese de N-{4-[3’-(terc-butildimetilsililoxi)-17’-oxoestra-1’,3’,5’(10’)-
trien-16’a-illbut-2-enil}-dietilenotriamina-N’,N’,N”’,N”’-tetraacetato de terc-butilo

(2.25)

o N A 120 mg do composto 2.24 (0,21 mmol)
N COO'Bu

/@i@”//\/\r\j/l/ \COO‘BU dissolvido em 5 mL de CH;CN seco adicionou-

|
$-0 N/—//\COO‘BU se N,N-diisopropiletilamina (DIPEIA) (0,058
COO'Bu mL; 0,44 mmol). Colocou-se a solugdo a 0°C e
adicionou-se, gota-a-gota, o composto 2.3 (57 mg; 0,11 mmol) dissolvido em 2 mL de CH;CN
seco. A mistura reaccional ficou em agitagdo, a temperatura ambiente, durante 6h. Apds
concentragdo da mistura reaccional a pressdo reduzida, obteve-se 2.25 sob forma de um éleo
amarelo apds purificagdo em coluna de silica-gel utilizando EtOAc como eluente. Rendimento:

89% (189 mg; 0,19 mmol).

Rf (CHCl;/MeOH (90:10)): 0,60

H-RMN (300 MHz, CDCls, 8): 0,16 (s, 6H, Si(CHs),); 0,92, (s, 3H, CH;-18); 0,95 (s, 9H, C(CH)s);
1,42 (s, 36H, 'Bu); 1,49-2,56; 2,80-2,82 (m, 2H, CH,-6); 3,03 (t, 4H, J=10,8 Hz, CH,N); 3,21 (t, 4H,
J= 10,2 Hz, CH,N); 3,42 (s, 8H, CH,COO'Bu); 5,73-5,78 (m, 1H, CH=CH); 6,18-6,23 (m, 1H,
CH=CH); 6,54 (d, 1H, J= 2,1 Hz, H-4); 6,59 (dd, 1H, J= 2,4 Hz, J= 10,8, H-2); 7,07 (d, 1H, J= 7,1 Hz,
H-1)
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BC.RMN (75 MHz, CDCls, 8): -4,41 (Si(CHs),); 14,5 (C18); 18,1 (SiC(CHs)s); 25,7; 26,5; 27,6
(SIC(CHa)s); 28,1 (CH3); 29,4; 38,2; 43,6; 44,0; 48,0; 48,7; 48,8; 51,4; 55,9 (NCH,COO'Bu); 56,3,
61,8; 77,2; 81,7 (C'Bu); 117,3 (C2); 118,4 (CH=CH); 120,0 (C4); 126,1 (C1); 132,4 (C10); 137,6
(C5); 14,4 (CH=CH); 153,5 (C3), 170,4 (COO'Bu); 220,7 (C=0)

ESI-MS (+) (m/z): 996,7 [M + H]" (calculado: 696,6)

HPLC (metodo A): 22,8 min

6.3.2.7. Sintese do acido-N-{4- [3’,17’B-dihidroxiestra-1’,3’,5’(10’)-trien-16’a-

ilJout-2-enil}-dietilenotriamina-N’,N’,N”’,N”’-tetraacético (L1)

OH
" o] N/\COOH « J,N<\<300H
225 '///%/\NJ/ \COOH ® KN COOH
H /_/ HO ,\{—/
A N
N

/\
coon COOH

COOH  2.26 COOH

(a) Adicionou-se TFA (0,300 mL) e j-Pr3SiH (0,004 mL) a uma solu¢do do composto 2.25 (75 mg;
0,076 mmol) em 0,200 mL de CHCl; a 0°C. A mistura reaccional ficou em agitagdo a
temperatura ambiente, durante 12h, tendo-se obtido o composto intermédio 2.26, que nao foi
isolado nem caracterizado.

(b) Apds este periodo concentrou-se a solugdo sob vazio, re-dissolveu-se o crude em EtOH (2
mL) e adicionou-se NaBH, (22 mg; 0,59 mmol). A suspensdo ficou em agitac3o, a 4°C, durante
48h. Fez-se o “quenche” da reac¢do adicionando-se acetona para eliminar o NaBH; em
excesso. Concentrou-se a mistura reaccional sob vazio e redissolveu-se o crude numa mistura
de H,0/MeOH (1:3). Fez-se uma purificagdo por Sep-Pak C,5 (2g) utilizando como eluente uma
mistura de H,0(100->0%) e MeOH (0->100%). Obteve-se L1 sob forma de um pd branco apds
liofilizacdo das fragBes correspondentes ao composto pretendido. Rendimento: 44% (22 mg;

0,033 mmol).

1H-RMN (300 MHz, CDs;0D, 6): 0,80 (CHs-18); 1,26-2,13, 2,76 (m, 8H, CH,N); 3,19; (s, 8H,
CH,COOH); 3,25 (d, 1H, J= 6,0 Hz, CH,-17); 5,1-5,82 (m, 2H, CH=CH); 6,46 (d, 1H, J= 2,1 Hz, H-4);
6,52 (dd, 1H, J= 2,4 Hz, J= 10,8 Hz, H-2); 7,06 (d, 1H, J= 8,4 Hz, H-1)

13C-RMN (75 MHz, CD30D, §): 11,4 (C18); 26,3; 27,4; 29,0; 29,5; 37,0; 37,4; 39,2; 42,7; 44,0;
44,3; 52,4; 53,8; 61,3 (NCH,COOH); 87,6 (C17-OH); 113,7 (C2); 116,1 (C4); 125,6 (CH=CH);
127,2 (C1); 132,6 (C10); 136,0 (CH=CH); 138,8 (C5); 155,9 (C3); 179,6 (COOH)

ESI-MS (-) (m/z): 658,6 [M-H] (calculado: 658,4)
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IV (cm™, pastilha KBr): 1591 (s, vc.o), 2863, 2925 (b, Vcoon) 3,405 (b, vor)
6.3.2.8. Sintese do 1-{4’-[(3”’-terc-dimetilsililoxi)-17"’-oxoestra-
1”,3"”,5”(10"”)trien-16" a-il]but-2’-enil}- 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-4,7.10-

triacetato de terc-butilo (2.27)

Adicionou-se 57 mg do composto 2.3 (0,11 mmol) e

0 CO0'Bu
s VA t
//NiN Nj 50 mg de DOsA('Bu); (0,1 mmol). Em 15 mL de CH;CN
I N NT-COO'Bu
_|_?' © (\)t seco. Apds a completa dissolugdo dos compostos,
COO0'Bu

adicionou-se carbonato de potassio (K,CO;) (61 mg;
0,44 mmol). A mistura reaccional ficou em agitacdo, sob atmosfera inerte de azoto, a 65°C,
durante 24h. Filtrou-se a mistura reaccional, para remover-se o K,CO; em excesso e removeu-
se o solvente sob vazio. O composto pretendido foi obtido apds purificagdo por cromatografia
em coluna de silica-gel utilizando como eluente uma mistura de cloroférmio (98->90%) e

metanol (2->10%). Rendimento: 82% (85 mg; 0,09 mmol).

Rf (CHCl3/MeOH (90:10)): 0,33

'H-RMN (300 MHz, CDCls, 6): 0,16 (s, 6H, Si(CHs),); 0,92 (s, 3H, CH;-18); 0,94 (s, 9H, C(CHs)s);
1,40-1,45 (m, 27H, COO(CH;)3); 1,74-2,00, 2,17-2,49; 2,76-3,08, 3,27 (m, 2H, CH,N); 5,46-5,62
(m, 2H, CH=CH); 6,53 (d, 1H, J=2,4 Hz, H-4); 6,60 (dd; 1H; J= 2,4 Hz; J=8,4 Hz, H-2); 7,08 (d, 1H,
J= 8,4 Hz, H-1);

B3C-RMN (75 MHz, CDCls, 8): -4,45 (-Si(CHs),); 14,53 (C18); 18,41; 25,63 (-C(CHs)s); 26,50; 26,74;
27,77-28,13 (-COOC(CHs)s); 29,33; 29,63; 31,63; 33,77; 38,08; 44,07; 44,22; 48,09; 48,66;
49,69; 50,01-53,95, 55,71-56,24; 82,21-82,57 (-COOC(CHs)3); 117,35 (C2); 119,97 (C4); 126,05
(C1); 127,53 (CH=CH); 132,13 (C10); 133,86 (CH=CH); 137,38 (C5); 153,50 (C3); 172,64; 173,72
(COO'Bu); 220,83 (C=0)

ESI-MS (+) (m/z): 951,7 [M + H]*; 973,8 [M+Na]" (calculado: 951,6; 973,6)

HPLC (método A): 17,03 min

6.3.2.9. Sintese do acido 1-[4’-(3”’-hidroxi-17"’-oxoestra-1"’,3"’,5"’(10")trien-
16" a-il)but-2’-enil)]- 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-4,7,10-triacético (2.28)
R (\FCOOH Dissolveu-se o composto 2.27 (61 mg; 0,06mmol) em
"/MN Nj . ’ ’
HO (,N\)NVCOOH 0,700 mL de TFA. A mistura reaccional ficou em agitagéo,
COOH a temperatura ambiente, durante 1 noite. Apds este
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periodo removeu-se o TFA sob vazio. O crude foi lavado varias vezes com EtOH (10x 5 mL) para
remover o TFA remanescente e o solvente foi removido sob vazio. O composto pretendido foi
obtido apods purificagdo por Sep-Pak Cys (2g) utilizando como eluente uma mistura de H,0
(100->0%) e MeOH (0->100%). Apds liofilizacdo das fracgdes correspondentes obteve-se 2.28

sob a forma de um pé branco amarelado. Rendimento: 47% (22 mg; 0,033 mmol).

'H-RMN (300 MHz, CD50D, 8): 0,96 (s, 3H, CH;-18); 1,25-1,52; 1,77-1,99; 2,19-2,45; 2,65-2,79
(m, 2H, CH,-6); 2,99-3,93; 4,21 (m, 2H, CH,N); 5,72-5,79 (m, 1H, CH=CH); 6,14-6,22 (m, 1H,
CH=CH); 6,48 (d, 1H, J=2,4 Hz, H-4); 6,54 (dd; 1H; J= 2,4 Hz; J=8,4 Hz, H-2); 7,07 (d, 1H, J= 8,4
Hz, H-1);

BC-RMN (75 MHz, CD;0D, 6): 15,06 (C18); 18,18; 26,80; 27,45; 28,06; 30,12; 30,34; 32,59;
34,81; 39,56; 40,15; 45,03; 45,32; 50-17-50,77; 56,60-57,05; 113,79 (C2); 116,09 (C4); 122,37
(CH=CH); 127,31 (C1); 132,33 (C10); 138,94 (C5); 141,27 (CH=CH); 155,31 (C3); 171,76 (COOH);
174,31 (COOH); 225,83 (C=0)

ESI-MS (+) (m/z): 669,4 [M+H]" (calculado: 669,4)

HPLC (método A): 10,07 min

6.3.2.10. Sintese do acido 1-[4’-(3",17B"’-dihidroxiestra-1"’,3"”,5""(10"’)trien-

16" a-il)but-2’-enil)]- 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-4,7,10-triacético (L2)

OH Dissolveu-se o composto 2.28 (0,044 g; 0,067 mmol)

(\rCOOH
1NN Nj em 5 mL de EtOH. Colocou-se a solugdo a 4°C (mistura
N
o (/(N\)VCOOH

de gelo/NaCl) e adicionou-se NaBH, (0,020g; 0,526

cooH mmol). A solucdo ficou em agitacdo a 4°C, durante

aproximadamente 48h. Parou-se a reac¢do adicionando acetona a mistura reaccional de modo
a eliminar o NaBH,; em excesso. Removeu-se o solvente sob vazio. O crude obtido foi
purificado por Sep-Pak Ci5 (2g) utilizando como eluente uma mistura de H,0 (100->0%) e

MeOH (0->100%). Apds liofilizagdo das fracgdes correspondentes obteve-se o composto

pretendido sob a forma de um pé branco. Rendimento: 82% (36 mg; 0,054 mmol) .

'H-RMN (300 MHz, CD;0D, 8): 0,83 (s, 3H, CH;-18); 1,27-1,39; 1,62-1,71 (m, 1H, CH-16B); 1,84-
1,99; 2,27-2,41; 2,75-2,76 (m, 2H, CH,-6); 2,98-3,21; 3,28 (d, 1H, J=7,6 Hz, H-17a); 3,36-3,43,
3,55-3,73; 3,79-3,92, 4,23 (m, 2H, CH,-22), 5,76 e 6,20 (2m, 2H, CH=CH); 6,47 (d, 1H, J=2,4 Hz,
H-4); 6,52 (dd; 1H; J= 2,4 Hz; J=8,4 Hz, H-2); 7,05 (d, 1H, J= 8,4 Hz, H-1);
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BC-RMN (75 MHz, CD;0D, 6): 12,65 (C18); 27,51; 28,64; 30,33; 30,74; 38,20; 38,76; 40,31;
43,97; 45,26; 45,48; 49,69; 50,87-51,02 ; 52,33; 57,36; 60,36 (CH,COOH); 87,74 (C17-OH);
113,74 (C2); 116,07 (C4); 127,18 (C1); 129,18 (CH=CH); 132,54 (C10); 134,95 (CH=CH); 138,79
(C5); 155,94 (C3); 179,66 (COOH); 179,84 (COOH); 179,92 (COOH)

ESI-MS (+) (m/z): 671,4 [M+H]" (calculado: 671,3)

IV (cm™, pastilha KBr): 1584,75 (s, Vc-o), 2816,77-2927,17 (b, Vcoon) 3,420 (b, Voy)

HPLC (método A): 9,67 min

6.3.2.11. Sintese do acido 1-[4’-(3",17B”’-dihidroxiestra-1"’,3"”,5"’(10"’)trien-
16” a-il)butil)]- 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-4,7,10-triacético (L3)

OH
COOH
2.9 _ @ ® %V«VA{TH/
N
Un NcooH
H (-
COOH

O composto L3 foi obtido apds duas reac¢bes sequenciais.

(a) Colocou-se o DOsA('Bu); (0,043 g; 0,09 mmol) e o K,CO; (0,057 mg; 0,41 mmol) em 5 mL de
CH3CN seco. Adicionou-se gota-a-gota o composto 2.9 (40 mg; 0,09 mmol) dissolvido em 5 mL
de CHsCN seco. A mistura reaccional ficou em agitacdo a 65°C durante uma noite. Apds este
periodo, a mistura reaccional foi filtrada para remover o K,CO; em excesso, adicionou-se H,0 e
fez-se uma extrac¢do com CH,Cl, (3x 30 mL). Secou-se a fase organica com Na,SO, e removeu-
se o solvente.

(b) Ao crude obtido (77 mg) adicionou-se a TFA concentrado (0,400 mL). Apés uma noite em
agitacdo a temperatura ambiente, o TFA remanescente foi removido sob vazio e o crude
lavado varias vezes com MeOH (5 x 10 mL). L3 foi obtido apds purificagdo por HPLC (método D)
e liofilizagdo das fracgdes correspondentes, sob a forma de um sdélido branco amarelado.

Rendimento: 9% (5 mg; 0,008 mmol).

'H-RMN (300 MHz, CD;0D, 6): 0,81 (s, 3H, CH3-18); 1,18-1,52; 1,58-1,67; 1,72-1,89; 2,31-2,22;
2,70-2,79 (m, 2H, CH,-6); 2,80-3,24; 3,41-3,48 (m, 4H, CH,COOH); 3,53-3,54 (m, 2H, CH,COOH);
3,61-3,68; 4,19 (br, 2H, CH,-DOTA); 6,46 (d, 1H, J=2,4 Hz, H-4); 6,52 (dd; 1H; J= 2,4 Hz; J=8,3 Hz,
H-2); 7,06 (d, 1H, J= 8,4 Hz, H-1);

BC-RMN (75 MHz, CD;0D, §): 12,63 (C18); 19,29; 24,41; 26,48; 27,50; 28,44; 28,57; 30,72;
31,10; 36,34; 38,12; 40,31; 43,71; 45,36; 45,45; 51,28; 52,85; 53,95 (CH,-DOTA); 56,02; 57,36;
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88,86 (C17-OH), 113,74 (C2); 116,04 (C4); 127,20 (C1); 132,53 (C10); 138,76 (C5); 155,94 (C3);
169,74 (COOH); 174,78 (COOH)

ESI-MS (+) (m/z): 673,6 [M+H]" (calculado: 673, 8)

IV (cm™, pastilha KBr): 1685 (s, Vcwo), 3450 (b, Vo)

HPLC (método A): 10,21 min

6.3.2.12. Sintese do acido 1-[4’-(3",17B”’-dihidroxiestra-1"’,3"",5"’(10"’)trien-

16" a-il)hexil)]- 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-4,7,10-triacético (L4)

OH
(@) COOH
2.15 &, (\N6
N
NJ_COOH
H (’N\)\’
gOOH

O composto L4 foi obtido apds duas reaccdes sequenciais.

(@) A5 mL de CH5CN seco adicionou-se DO;A('Bu); (0,043 g; 0,09mmol) e K,CO; (0,057 g; 0,41
mmol). Colocou-se mistura a 0°C e adicionou-se, gota-a-gota, o composto 2.15 (0,040 g; 0,09
mmol) dissolvido em 5 mL de CH;CN seco. A mistura reaccional ficou em agitagdo a 65°C,
durante uma noite. Apds este periodo, filtrou-se a mistura reaccional para remover o K,CO;
em excesso, adicionou-se agua e extraiu-se com CH,Cl, (3x 30 mL). Secou-se a fase organica
com Na,SO, e removeu-se o solvente a pressao reduzida.

(b) Ao crude obtido (77 mg) adicionou-se TFA concentrado (0,400 mL). Apds uma noite em
agitacdo a temperatura ambiente, o TFA remanescente foi removido sob vazio e o crude
lavado vdérias vezes com MeOH (5x 10 ml). O crude obtido foi purificado por Sep-Pak Ci5 (28g)
utilizando como eluente uma mistura de H,O (100->0%) e MeOH (0->100%). O composto
pretendido foi obtido, apds liofilizacdo das fracgdes correspondentes, sob a forma de um poé

branco. Rendimento: 33% (18 mg; 0,030 mmol).

'H-RMN (300 MHz, CD;0D, 8): 0,88 (s, 3H, CH5-18); 1,22-1,52; 1,78-1,87; 2,08-2,44; 2,70-2,79
(m, 2H, CH,-6); 2,88-3,15; 3,17-3;34; 3,37-3,41 (m, 4H, CH,COOH); 3,49-3,57, (m, 2H,
CH,COOH); 3,58-3,67; 4,18 (br, 2H, CH,-DOTA); 6,47 (d, 1H, J=2,4 Hz, H-4); 6,53 (dd; 1H; J=2,4
Hz; J=8,4 Hz, H-2); 7,06 (d, 1H, J= 8,4 Hz, H-1);

BBC-RMN (75 MHz, CD;0OD, 68): 13,66 (C18); 18,43; 24,70; 27,35; 27,75; 28,64; 29,18; 30,37;
30,66; 32,57; 33,19; 38,68; 39,68; 39,81; 45,06; 45,29; 51,11; 53,42 (CH,-DOTA); 55,87; 56,15;
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58,37; 89,09 (C17-0OH), 113,86 (C2); 116,10 (C4); 127,25 (C1); 132,18 (C10); 138,69 (C5); 156,08
(C3); 168,78 (COOH); 174,86 (COOH)

ESI-MS (+) (m/z): 701,7 [M+H]" (calculado: 701,9)

IV (cm™, pastilha KBr): 1172 (s, ic-0), 2895-2926 (b, icoon), 3433 (b, Vor)

HPLC (método A): 13,58 min

6.3.2.13. Sintese do acido 1-[3"'-(terc-butildimetilsilioxi)-17B"’-hidroxiestra-
1”,3”,5”(10"”)trien-16" a-il)]-N-[(but-e-enil)propanoil)amino]-1,4,7,10-

tetraazaciclododecano-4,7,10-tetracético (2.32)

HOOG—, [\ ,—COOH Dissolveu-se anidrido de DOTAGA (30 mg,

OH
o T ] 0,072 mmol) em 10 mL de DMF a 40°C
K N\_/N¥COOH . , .
_’J H Loom (parcialmente soltavel) durante 30 min.
Si—O
! Adicionou-se Et;N (47uL, 0,195 mmol) e o
composto 2.17 (30 mg; 0,065 mmol). A mistura reaccional ficou em agitacdo durante 3h, a
70°C, tendo-se observado a completa dissolucdo dos reagentes de partida. Evaporou-se o

solvente sob vacuo no evaporador rotativo, adicionou-se H,0 e liofilizou-se. A presen¢a do

composto foi confirmada por MALDI-TOF e HPLC. N3o foi feita qualquer purificacdo.

MALDI-TOF: 914,57 [M + H]"; 976,49 [M + K + Na - H]*; 990,48 [M + 2K — H]"; 998,47 [M + 2Na +
K —2H]%; 1020,46 [M + 3Na + K —3H]*
HPLC (método B): 15,12 min

6.3.2.14. Sintese do acido 1-[3”’, 17B"'-dihidroxiestra-1"",3"’,5””(10"’)trien-16""a-
il]-N-[(but-e-enil)propanoil)amino]-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-4,7,10-tetracético

(L5)
Dissolveu-se 25 mg do composto 2.32 (0,027

HOOC— /_\ ,—COOH
N N
v 0 ( j mmol) em 1 mL de CH,Cl, e adicionou-se 1 mL
NN N N N
/(:éji&l// ”J\/\&QH_/ “—cooH  de TFA. A solugdo ficou em agitagdo durante
HO'

uma noite, a temperatura ambiente. Removeu-
se o solvente e o TFA, a pressdo reduzida e lavou-se o precipitado formado com éter (5x 1mL).
Obteve-se o composto pretendido, sob a forma de um pd acastanhado, apds purificacdo por
Sep-Pak Cy5 (2g) utilizando como eluente uma mistura de H,0 (100->0) e MeOH (0->100) e

liofilizacdo das fracgdes correspondentes. Rendimento: 54% (12 mg; 0,015mmol).
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'H-RMN (300 MHz, CD;0D, &): 0,89 (s, 3H, CHs-18); 1,25-1,54 (m, 8H); 1,65-2,05 ; 2.15-2,35 ;
2,63-3,2; 2,92 ; 2,93-3,06 3,23 (d, 1H, H17q, J=7,5 Hz), 5,47-5,66 (m, 2H, CH=CH); 6,49 (d, 1H,
J=2,4 Hz, H-4); 6,56 (dd; 1H; J= 2,1 Hz; J=8,4 Hz, H-2); 7,07 (d, 1H, J= 8,4 Hz, H-1);

BC-RMN (75 MHz, CD,0D, §): 12,63 (C18), 27,50; 28,52; 30,43-30,71; 38,13; 38,67; 40,29;
41,42; 42,35; 43,88; 45,24; 45,44; 46,16; 51,12 (CH,); 54,27(CH,); 55,71-56,29 (CH,COOH);
87,88 (C17-0OH); 113,88 (C2); 116,10 (C4); 127,22 (C1); 128,01 (CH=CH); 132,58 (C10); 132,85
(CH=CH); 138,83 (C5); 155,93 (C3); 170,60 (COOH); 174,58 (COOH)

IV (cm™,pastilha KBr): 1645-1684 (b, icoon), 3442 (b, Vou)

ESI-MS (-) (m/z): 798,7 [M-H], 820,7 [M + Na — 2H], 886,6 [M + K — 2H] (calculado: 798,9;
820,9; 886,9)

HPLC (método B): 11,37 min

6.3.2.15. Sintese do acido 1-[3"'-(terc-butildimetilsilioxi)-17B"’-hidroxiestra-
1”7,3"”,5”(10"”)trien-16" a-il]-N-[(butil)propanoil)amino]-1,4,7,10-

tetraazaciclododecano-4,7,10-tetracético (2.33)

Dissolveu-se o anidrido de DOTAGA (33

HOOC—_ [\ ,—COOH
N N
% 0 E j mg, 0,072 mmol) em 10 mL de DMF a
"y N N
"N COQH—/ N—cooH  40°C (parcialmente soltvel). Apds 30
4"?“’ min em agitacdo, adicionou-se Et;N (27

pL, 0,195 mmol) e o composto 2.18 (30 mg; 0,066 mmol). A mistura reaccional ficou em
agitacdo, durante 3h, a 70°C tendo-se observado a completa dissolu¢do dos reagentes de
partida. Evaporou-se o solvente no evaporador rotativo, adicionou-se agua e liofilizou-se. A
presenca do composto pretendido foi confirmada por MALDI-TOF. Ndo foi feita qualquer

purificacdo.

MALDI-TOF: 916,57 [M + H]"; 954, 46 [M + K]*
HPLC (método B): 15,46 min
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6.3.2.16. Sintese do acido 1-[3”’, 17B”’-dihidroxiestra-1"’,3"’,5"’(10"’)trien-16""a-

il]-N-[(butil)propanoil)amino]-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-4,7,10-tetracético (L6)

Dissolveu-se 35 mg do composto 3.33 (0,038

HOOCj/ \/—COOH
N N .
2 o} E j mmol) numa solu¢do metandlica contendo
Uy NN N N . . .
" N COQ—/ N—CooH 2% de HCl 12N. A mistura reacional ficou em
H

HO agitacdo a temperatura ambiente, durante

5h. Obteve-se o composto pretendido, sob a forma de um pé acastanhado, apds purificacao
por Sep-Pak Cy5 (2g) utilizando como eluente uma mistura de H,0 (100->0) e MeOH (0->100) e

liofilizacdo das frac¢des pretendidas. Rendimento: 47% (14 mg; 0,018 mmol).

'H-RMN (300 MHz, CD;0D, &): 0,79 (s, 3H, CH;-18); 1,25-1,54 (m, 8H); 1,65-2,05 m, 8H); 2.15-
2,35;2,63-3,2;2,92;2,93-3,06; 3,23 (d, 1H, H-17a, J=7,5 Hz), 6,46 (d, 1H, J=2,4 Hz, H-4); 6,52
(dd; 1H; J= 2,4 Hz; J=8,4 Hz, H-2); 7,06 (d, 1H, J= 8,4 Hz, H-1);

BC-RMN (75 MHz, CD;0D, 6): 12,63 (C18), 26,87; 27,51; 28,54; 30,64; 30,73; 31,09; 33,85
(C20/C21); 36,56; 38,16; 39,96; 40,32; 40,61; 44,02; 45,27; 44,33; 45,44; 46,44; 52,32 (CH,);
54,21(CH,); 55,75-56,20 (CH,COOH); 88,90 (C17-OH); 113,73 (C2); 116,04 (C4); 127,19 (C1);
132,58 (C10); 138,77 (C5); 155,91 (C3); 174,79 (COOH)

IV (cm™, KBr): 1653 (b, icoon), 3447 (b, Vo)

ESI-MS (-) (m/2): 418,8 [M + K — 2H]%; 838,6 [M + K — 2H]

HPLC (método B): 8,73 min

6.3.2.17. Sintese do acido 5-(benziloxi)-2-bromo-5-oxopentandico (2.35)*"

! Dissolveu-se 6g de acido L-glutamico do éster benzilico (25,9 mmol) e

2 0 9,1 g de brometo de sédio (88,5 mmol) em 45 mL de acido brémico
i ° 0 (HBr) 1M. Colocou-se a mistura a 0°C e adicionou-se lentamente e sob
b agitacdo constante, 3,175g de nitrito de sédio (NaNO,) (46 mmol).

Apds 3h em agita¢do a 0°C, adicionou-se 2,225 mL de H,SO, concentrado e efectuou-se uma
extrac¢do com éter dietilico (3x 250 mL). Lavou-se a fase orgdnica com uma solugdo salina
saturada de NaCl. O solvente foi removido sob vacuo no evaporador rotativo apés filtragao.
Obteve-se o composto pretendido, apds purificagdo por cromatografia em coluna de silica-gel

utilizando uma mistura de n-hexano/EtOAc (3:1) como eluente, sob a forma de um dleo

amarelo. Rendimento: 50% (3,900 g; 2,95 mmol).
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Rf (n-hexano/EtOAc (3:1)): 0,04
'H-RMN (300 MHz, CDCls;, 6): 2,25-2,47 (m, 2H, CH-CH;); 2,59 (t, 2H, CH,-COO-CH,-Ph); 4,38
(dd, 1H, CH); 5,12 (s, 2H, CH,-Bz); 7,28-7,38 (m, 5H, Bz)

6.3.2.18. Sintese do 5-(benziloxi)-2-bromopentanoato de terc-butilo (2.36)*%

1 A uma solu¢do do composto 2.33 (3,81 g; 6,04 mmol) em 10 mL de
Br COOtBu

2 0 CHCI; adicionou-se, gota-a-gota, tricloroacetoimidato de terc-butilo
i °° (TBTA) (2,819g; 12,93 mmol) dissolvido em 10 mL de ciclo-hexano.

b Observou-se a formacdao de um precipitado branco. O precipitado
formado foi entdo dissolvido por adicdo de dimetilacetamida (DMA) (3 mL). De seguida,
adicionou-se 0,300 mL de trifluoreto de boro-dietil-eterato(BF;OEt,). Apds 3 dias em agitacdo a
temperatura ambiente evaporaram-se os solventes. A DMA residual foi extraida com n-hexano
(3x 20 mL) e a fase organica seca com Na,SO,. Obteve-se o composto pretendido sob a forma

de um éleo incolor apds separagcdo em coluna de silica-gel utilizando uma mistura de n-hexano

(95->10) e EtOAc (5->90) como eluente. Rendimento: 43% (1,95 g; 5,5 mmol).

Rf (n-hexano/EtOAc (75:25)): 0,55
H-RMN (300 MHz, CDCls, 8): 1,46 (s, 9H, C(CHs)); 2,25-2,47 (m, 2H, CH-CH,); 2,53 (t, 2H, CH,-
COO-CH,-Ph); 4,38 (dd, 1H, CHBr,); 5,11 (s, 2H, CH,-Ph); 7,32-5,35 (m, 5H, Ph)

6.3.2.19. Sintese do 5-benzil-2-[4,7-bis(2-terc-butoxi-2-oxoetil)]-1,4,7-

triazaciclononano-1-il)pentacetato de terc-butilo (2.38)

COO'Bu

|//> Dissolveu-se o NO,A(‘Bu), (0,300 g; 0,84 mmol) em 10 mL de

N

q\_’,\l COOBU CH;CN seco e adicionou-se K,CO; (0,232 g; 1,68 mmol). Apds 30
o)

COO'Bu min em agitacdo adicionou-se, gota-a-gota, o composto 2.36

(o)

_@ (0,300 g; 0,84 mmol) dissolvido em 5 mL de CH;CN. A mistura
reacional ficou em agitacdo a temperatura ambiente, sob atmosfera inerte, durante 2 dias.
Removeu-se o K,CO3; em excesso por filtragdo e removeu-se o solvente no evaporador rotativo.
Purificou-se o composto pretendido por coluna de silica-gel utilizando como eluente uma
mistura de CHCl;/MeOH (90:10). Obteve-se o composto pretendido sob a forma de um dleo

amarelo viscoso. Rendimento: 76% (403 mg; 0,64 mmol).
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Rf (CHCl;/MeOH (90:10)): 0,34

'H-RMN (300 MHz, CDCls, 8): 1,42 (2s, 27H, C(CHs)s); 1,63-1,99 (m, 4H, CH,); 2,48-3,10 (m, 12H,
CH,); 3,18 (t, 1H, CH); 3,25-3,30 (m, 4H, CH,COO0'Bu); 5,09 (s, 2H, CH,Bz) 7,32-7,34 (m, 5H, CH-
bz)

BC.RMN (75 MHz, CDCls, 8): 25,38 (CH,); 27,97-28,11 (C(CHs)s); 31,07 (CH,COOCH2Ph,
CH,COO'Bu); 77,21 (CH,Ph); 81,94 (C(CHs);), CH,-CH,); 128,13-128,48 (Bz); 135,71 (Bz); 171,53;
172,51; 172,70 (COO'Bu, C=0)

6.3.2.20. Sintese do acido 4-[(4’,7’-di-tert-butoxi)-2-oxoetil)-1’,4’,7’-triazaciclo

nonano-1’-il)]-5-(terc-butoxi)-5-oxopentandico (2.39)

l/COOtBU Uma solugdo de isopropanol (60 mL) contendo 0,403 g do composto

QN? 2.38 (0,64 mmol) e 130 mg de Pd/C a 10% foi borbulhada com H,,

COO'Bu

L durante 12h. Obteve-se o composto pretendido, sob a forma de um
COO'Bu COOH

sélido castanho, apds filtracdo sob celite e remog¢do do solvente a

pressdo reduzida. Rendimento: 70% (242 mg; 0,45 mmol).

'H-RMN (300 MHz, CDCls, 8): 1,44 (s, 27H, CH5); 2,02-2,06 (m, 2H, CH,COOH); 2,54-2,55 (m, 2H,
NCHCH,); 3,01-3,15 (m, 12H, CH,), 3,49-3,77 (m, 5H, CHNCH, + CH,COO'Bu)

6.3.2.21. Sintese do  1-[3"-(terc-butildimetilsilioxi)-17B"’-hidroxiestra-
1”,3”,5”(10”)trien-16" a-il)]-N-[(butil)propanoil)amino]-1,4,7-ciclodononano-1,4,7-

triacetato de terc-butilo (2.40)

COO'Bu

[Nr/> OH
(a) N\__'I\l COO'Bu (b) "\\/\/H COO'Bu
239 — (cootm - B(\)\Nqﬁcootau
O\dN\i) TBDMSO </’l\7
2.40 Y 2.41 COO0'Bu

A sintese do composto 2.41 foi obtido apds dois passos sequenciais.

(a) A 0,070 g de 2.39 (0,13 mmol) em 10 mL de CH,Cl, seco a 0°C, adicionou-se N-
hidroxisuccinimida (NHS-OH) (0,020 g; 0,26 mmol) e 1-etil-3(3-
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dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) (0,050 g; 0,26 mmol). A mistura reaccional ficou em
agitacdo a temperatura ambiente, durante 24h. Apds este periodo, removeu-se o solvente sob
vazio. Redissolveu-se o crude em 20 mL de CHCI; e fez-se uma extragdo com H,0 (3x 20 mL),
para remover o NHS-OH e EDC em excesso. A fase organica foi seca com MgSQ,, filtrada e o

solvente removido sob vazio.
ESI-MS (+) (m/z): 641,5[M + H]" (calculado: 641,4)

(b) Dissolveu-se o crude obtido em (a) em 8 mL de DMF seco e adicionou-se 0,111 mL de
trietilamina (0,80 mmol). Apds 5 min em agitacdo adicionou-se o composto 2.18 (0,036 g; 0,08
mmol). A mistura reaccional ficou em agitacdo, sob atmosfera inerte de N,, durante 48h. Apds
este periodo, removeu-se o solvente. A cinética de reaccdo foi controlada por analise de
aliquotas por HPLC. O composto pretendido foi identificado por ESI-MS. N3o se fez qualquer

tipo de purificacao.

ESI-MS (+) (m/z): 983,9 [M+H]" (calculado: 983,7)

6.3.2.22. Sintese do acido -1-[3”’, 17B”-dihidroxiestra-1"’,3"”,5””(10")trien-

16" a-il]-N-[(butil)propanoil)amino]-1,4,7-triazanociclononano-1,4,7-triacético (L7)

OH
\ H COOH Dissolveu-se 70 mg do composto 2.41 em 1 mL
INAAN A ) ~CooH »
0 <,NE7 de CH,Cl, e adicionou-se 1 mL de TFA e 4 puL de
HO LCOOH i-Pr3SiH. Apds 12h em agita¢do a temperatura

ambiente, removeu-se o CH,Cl, e o TFA sob
pressdo reduzida e lavou-se o crude com éter dietilico (5x 5 mL). O composto pretendido foi
obtido apods purificagdo por Sep-Pak Cis (2g) utilizando como eluente uma mistura de H,0
(100->0) e MeOH (0->100) e liofilizacdo das fracgGes correspondentes. Rendimento: 18% (17
mg; 0,024 mmol).

'H-RMN (300 MHz, CD;0D, &): 0,79 (s, 3H, CH3-18); 1,25-1,38; 1,51-1,63 ; 1,72-1,92; 1,98-2,18;
2,55-2,29 ; 2,38-2,43 ; 3,57 (t, 1H, CHCOOH); 3,57-3,89 (m, 4H, CH,COOH); 6,46 (d, 1H, J=
2,1Hz, H-4); 6,62 (dd, 1H, J=2,4Hz, J=8,4 Hz, H-2); 7,06 (d, 1H, J=8,1 Hz, H-1)

BC.RMN (75 MHz, CD30D, 6): 12,63 (C18), 26,67; 26,84; 28,56; 30,20-30,35; 30,71-30,74;
31,09; 33,66; 36,55; 38,16; 40,34-40,49; 44,06; 45,29-45,46; 46,19; 52,24; 56,13; 64,72; 88,92
(C17-OH); 113,74 (C4); 116,07 (C2); 127,19 (C1); 132,64 (C10); 138,83 (C5); 155,92 (C3);
175,09; 175,19 (COOH)
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ESI-MS (-) (m/z): 699,5 [M — H] (Calculado: 699,4)
IV (cm™, KBr pellet): 1637,5 (b, icoon), 3429,3 (b, Vo)

6.3.3. Sintese e caracteriza¢do dos complexos de indio e Galio

6.3.3.1. Sintese dos complexos de indio
6.3.3.1.1. Sintese do complexo InL1

Dissolveu-se 15 mg de L1 (0,02 mmol) em 3 mL de

@Nq\o? agua e ajustou-se o pH a 5 com uma solucdo de HCL
//§
ﬂ =0 (o)
S IN. Adicionou-se uma quantidade equimolar de
HO }\ _&
o InCl; anidro e a mistura ficou em agitacdo a

temperatura ambiente até se observar a formagcdo de um precipitado branco (30 min). A
mistura reaccional foi sujeita a centrifugacdo (10 min, 3000 rpm) e o precipitado lavado
sucessivamente com H,0. O complexo pretendido foi obtido sob forma de um pd branco.

Rendimento: 71,3%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-d6, &): 0,68 (s, 3H, CHs-18);1,12-3,41; 5,52-5,57 (m, 2H, CH=CH);
6,41 (m, 1H, J= 2,7 Hz, H-1); 6,48 (m, 1H, H-2); 7,02 (d, 1H, J= 8,4 Hz, H-4)

B3C.RMN (75 MHz, DMSO-d6, §): 12,1 (C18); 26,1; 27,1; 28,8; 29,5; 36,2; 37,8; 42,3; 43,7; 47,9;
49,8; 52,1; 55,0; 61,1; 62,9; 63,5 (NCH,COOH); 85,5 (C17-OH); 112,8 (C2); 114,9 (C4); 120,4
(CH=CH); 126,1 (C1); 130,6 (C10); 137,3 (CH=CH); 138,3 (C5); 155,0 (C3), 171,5 (C=0); 171,9
(C=0); 172,7 (C=0)

ESI-MS (-) (m/z): 770,4 [M] (calculado: 770,2)

IV (cm™, KBr pellet): 1627 (s, vc-o), 2925 (b, Vcoon), 3418 (b, Vo)

HPLC (Método A): 9,26 min

6.3.3.1.2. Sintese dos complexos InL2-InL4

Os complexos de InL2-InL4 foram obtidos segundo o procedimento descrito em 5.3.3.1.1. mas
com ligeiras alteragdes. De um modo geral dissolveu-se 1 eq de L2-L4 em 1 mL de agua.
Ajustou-se o pH a 5 com uma solugdo de HCl 1N e adicionou-se 3 eq de InCl; dissolvido em 1

mL de dgua, observando-se de imediato a formagdo de um precipitado branco e descida do pH
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para 3. Ajustou-se novamente o pH a 5 através da adicdo de uma solucdo de NaOH 1N e
elevou-se a temperatura para 95°C. Apds 2h a esta temperatura os complexos de indio foram
obtidos sob a forma de um pd branco, apds sucessivas lavagens do precipitado formado com

agua para eliminagao do excesso de InCl; e dos sais formados.

Complexo InL2

o Rendimento: 54,7%

(:(S:‘E;W/\/\'\,:\/N)/g 'H-RMN (300 MHz, DMSO-d6, §): 0,67 (s, 3H, CH;-18); 1,10-

HO O({N/mijli 1,45; 1,75-1,79; 2,01-2,26; 2,67-3,09, 3,19 (m largo, 2H,
O)\/ \/o o CHyN); 3,36 (d, 1H, J=6,9 Hz, H-17a); 5,52-5,57 (m, 1H,

CH=CH); 5,68-5,75 (m, 1H, CH=CH); 6,41 (d, 1H, J=2,7 Hz, H-4); 6,48 (dd; 1H; J= 2,4 Hz; J=8,4 Hz,

H-2); 7,02 (d, 1H, J= 8,4 Hz, H-1);

BC-RMN (75 MHz, DMSO-d6, §): 12,19 (C18); 26,12; 27,06; 29,1; 29,33; 36,74; 37,61; 42,24;

43,69; 43,77; 47,98; 50,62; 52,07; 55,53; 58,30; 59,73; 85,47 (C17-OH); 114,99 (C2); 121,07

(C4); 122,07 (C1); 126,21 (CH=CH); 130,72 (C10); 137,37 (CH=CH); 139,11 (C5); 154,83 (C3);

170,97 (C=0); 170, 99 (C=0); 171,38 (C=0)

ESI-MS (+) (m/z): 783,4 [M+H]" (calculado: 783,3) ; 805,4 [M+Na]" (calculado: 805,3); 821,4

[M+K]" (calculado: 821,3)

IV (cm™, KBr pellet): 1654,92 (br, vc-o), 3419,78 (b, von)

HPLC (Método A): 12,96 min

Complexo InL3

O Rendimento: 43,4 %
[ N=&  H-RMN (300 MHz, DMSO-d6, 8): 0,68 (s, 3H, CHs-18); 1,22

HO O({N/mvl (m largo);1,45-1,76 (m); 1,89-2,48 (m); 2,62-3,08 (m); 3,17

o)\/ \/O O (2H, CH,-DOTA); 4,42 (d, 1H, J=5,4 Hz, H-17a); 6,42 (d, 1H,
J=2,7 Hz, H-4); 6,48 (dd; 1H; J= 2,4 Hz; J=8,3 Hz, H-2); 7,02 (d, 1H, J= 8,1 Hz, H-1); 8,96 (s, 1H)
ESI-MS (-): 890,5[M+CI] (calculado: 890,3); 863,6 [M+Br] (calculado: 863,3)
IV (cm™, KBr pellet): 1653 (s, vc-o), 3446 (b, Voy)
HPLC (Método A): 8,48 min
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Complexo de InL4

Rendimento: 57,1%
W(\N:/g 'H-RMN (300 MHz, DMSO-d6, 6): 0,65 (s, 3H, CH3 (C18));
Ho &\/'A\/N) 0,84-1,42 (m); 1,62-2,36 (m); 2,68-3,01 (m); 3,07 (2H, CH,-
)\/ :\Lo DOTA); 4,39 (d, 1H, H-17a; J=3,9 Hz); 6,42 (d, 1H, J=2,7 Hz,
H-4); 6,48 (dd; 1H; J= 2,4 Hz; J=8,4 Hz, H-2); 7,02 (d, 1H, J=
8,4 Hz, H-1); 8,97 (s, 1H)
ESI-MS (+) (m/z): 835,6 [M+Na]" (calculado: 835,5)

v (cm'l, KBr pellet): 1636 (br, vc-o), 3451 (b, vou)
HPLC (Método A): 10,96 min

6.3.3.1.3. Sintese dos complexos InL5 e InL6

Os complexos de InL5 e InL6 foram obtidos de modo semelhante ao descrito em
6.3.3.1.2.. De um modo geral, a uma solucdo de de InCl;, em solucdo tampdo acetado 0,4M, a
pH 5 adicionou-se uma quantidade equimolar dos ligandos L5 ou L6 numa mistura contendo
1,5 mL de solugdo tampao acetado 0,4M a pH 5 e 0,500 mL de EtOH. Colocou-se a mistura
reaccional durante 2h a 95°C observando-se a formagdo de um precipitado. Obtiveram-se os
complexos pretendidos sob a forma de um pd branco apds sucessivas lavagens do precipitado

formado com agua.

Complexo de InL5

o Rendimento: 50,4%
oH . [{\i/‘)z ) 'H-RMN (300 MHz, DMSO-d6, 6): 0,67 (s, 3H, CHs-
{ISDE&M“J\/Q'%\SO 18); 0,80-0,83; 1,37-1,43; 1,68-1,81; 1,89-2,01;
HO N 5;") 2,25 (m largo); 2,66-2,71; 5,30-5,49 (m, 2H,
© CH=CH); 6,41 (m, 1H, H-4, J= 2,7 Hz, H-1); 6,48 (m,
1H, H-2); 6,64 (s, 1H); 6,99 (d, 1H, H-1, J= 8,4 Hz, H-4); 7,19 (s, 1H); 8,97 (s largo, 1H, NH)
ESI-MS (-) (m/z): 910,6 [M] (calculado: 910,3)
IV (cm™, KBr pellet): 1620 (s, vc.o), 2856, 2927 (b, Vcoon), 3427 (b, Vou)
HPLC (Método A): 9,97 min
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Complexo de InL6

o Rendimento: 43,8%
'H-RMN (300 MHz, DMSO-d6, §): 0,68 (s, 3H, CHs-
J@éj:&//\/\ Q/ C18); 1,14-2,26 (m); 2,56-3,08 (m); 5,30-5,49 (m,
)J\/I 2H, CH=CH); 6,41 (m, 1H, H-4, J= 2,7 Hz); 6,48 (m,
1H, H-2); 6,99 (d, 1H, H-1, J= 8,4 Hz); 7,81 (s, 1H);
8,97 (s largo, 1H, NH)
BC-RMN (75 MHz, DMSO-d6, 8): 12,79 (C18); 26,68; 27,61; 29,89; 36,57; 37,61; 42,24; 43,95;
44,35; 48,57; 52,41; 87,17 (C17-OH); 113,39 (C2), 115,62 (C4); 126,71 (C1); 131,16 (C10);
137,84 (C5); 155,53 (C3); 173,09 (C=0)
ESI-MS (-) (m/z): 912,7 [M]  (calculado: 912,8)
v (cm'l, KBr pellet): 1620 (s, vc-o), 2856, 2927 (b, Vcoon), 3435 (b, Vou)
HPLC (Método A): 10,66 min

6.3.3.2. Sintese dos complexos de Galio

6.3.3.2.1.Sintese do complexo Gal2

v — F(O Dissolveu-se 15 mg do composto L2 (0,022 mmol)
w, N B .
///\/\N\GE{;O em 1,5 mL de agua. Ajustou-se o pH a 4 com uma
OCI \N)VCOOH
HO )\/NQ solucgdo de HCL 1N. Adicionou-se 29 mg de

Ga(NO;);.10H,0 (0,066 mmol) observando-se a
formagao de um precipitado branco e a descida de pH para 2,5. Ajustou-se o pH até 4 com
uma solugdo de NaOH 1N. Colocou-se a mistura reaccional durante 2h a 95°C. O complexo
Gal2 foi obtido sob a forma de um pd branco apds sucessivas lavagens do precipitado formado

com agua. Rendimento: 56%.

'H-RMN (300 MHz, DMSO-d6, 8): 0,65 (s, 3H, CH5-18); 1,15-1,22; 1,76; 2,04; 2,26; 2,67-2,71,
2,88 (m, 2H, CH,-6); 4,59 (d, 1H, H-17q; J=5,1 Hz); 5,61-5,78 (m, 2H, CH=CH); 6,42 (d, 1H, J=2,7
Hz, H-4); 6,47 (dd; 1H; J= 2,4 Hz; J=8,4 Hz, H-2); 7,02 (d, 1H, J= 8,4 Hz, H-1);
3C-RMN (75 MHz, DMSO-d6, 8): 12,06 (C18); 26,17; 26,95; 29,05; 29,23; 36,61; 37,31; 38,26;
42,19; 43,63; 47,80; 51,83; 54,74; 59,87; 85,45 (C17-OH); 104,3; 112,69 (C2); 114,92 (C4);
121,33 (CH=CH); 126,03 (C1); 130,45 (C10); 137,14 (CH=CH); 138,59 (C5); 154,90 (C3); 170,16
(C=0); 170,25 (C=0)
ESI-MS (+) (m/z): 737, 5 [M]" (calculado: 737,3); 759,4 [M+Na]" (calculado: 759,3)
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IV (cm-1, KBr pellet): 1582,75 (s, Vc-o), 1663,33 (br, vc-o), 3421 (b, vou)
HPLC: 9,73 min

6.3.3.2.2. Sintese do complexo Gal7

OH Q o Dissolveu-se 6 mg do composto L7 (0,003 mmol)
&%HMQN/\N O numa mistura contendo 1,5 mL de solu¢3o tampao

HO <N/ © acetato 04M a pH 5 e 0,500 mL de EtOH.
0 Adicionou-se 4 mg de Ga(NO;);.10H,0 (0,009

mmol) e colocou-se a mistura reaccional, durante 2h a 959C. Observou-se a formacdo de um
precipitado. O precipitado foi separado da fase aquosa por centrifugacao, durante 10 min, a
3000 rpm. Apds anadlise por ESI-MS verificou-se que o complexo Gal7 estava na fase aquosa. A

fase aquosa foi liofilizada e o complexo foi recuperado apés extrac¢cdo em coluna Sep-Pak Cig

(2g) utilizando 100% H,0 seguido de 100% EtOH. Rendimento: 33,3%

ESI-MS (+) (m/z): 789,6 [M+Na]"
HPLC (Método C): 12, 67 min

6.3.4. Sintese e Avaliaciao Bioldgica de uma Molécula Hibrida

Estradiol/Alaranjado de Acridina

6.3.4.1. Sintese do N-{4’-[3"’-(terc-butildimetilsilioxi)-17"’-oxoestra-
1”,3”,5”(10”)-trien-16""a-il)but-2’-enil]}-3,6-bis(dimetilamino)acridina (3.6)

~\— Auma solugdo de alaranjado da acridina (30 mg, 0,11
o) Br
© mmol), carbonato de sédio (12 mg) e iodeto de sédio
""w/,/\/\ﬁ N

P (32 mg) em 4 mL de p-xileno anidro adicionou-se
%S\iio O uma solu¢do do composto 2.3 (57 mg, 0,11 mmol)

7'? em 2 mL de p-xileno. Apds 48 h em refluxo,
removeu-se o solvente na linha de vazio. O composto pretendido foi obtido apds coluna de
silica-gel utilizando uma mistura de CH,Cl, (100-95 %) e MeOH (0-5%) na forma de um sdlido

cor-de-vinho. Rendimento: 35% (31 mg; 0,039 mmol).
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Rf (CHCI3/MeOH/AcOH 50:5:1): 0,74

'H-RMN (300 MHz, CDCl;, 8): 0,16 (s, 6H, Si(CHs),); 0,90 (s, 3H, CHs-18); 0,96 (s, 9H, C(CHs)s3);
1,23-1,66; 1,03-1,92; 2,59-3,06, 3,12 (s, 12H, CHs); 5,10-5,68 (m, 2H, CH=CH); 6,58 (m, 2H, H-2,
H-4); 7,04-7,10 (m, 5H, CH + H-1); 7,67 (d, 2H, J=9,3 Hz, CH); 8,29 (s, 1H, CH)

B3C-RMN (75 MHz, CDCls, 6): -4,78 (Si(CHs),); 14,02 (C18); 14,60; 18,15; 25,68 (C(CHs)s); 26,73;
29,34, 29,68 (N(CHs),); 31,90; 37,83; 40,38; 44,07; 48,39-48,95; 68,15 (CH); 112,94 (CH); 114,91
(CH); 115,34 (CH); 117,30 (C2); 119,98 (C4); 126,05 (C1); 128,08 (CH=CH); 130,87 (CH); 132,42
(C10); 137,55 (C5); 153,47 (2C); 221,71 (C=0)

ESI-MS (+) (m/z): 702, 6 [M]" (calculado 702,45)

6.3.4.2. Sintese do N-{4’-[3”’, 17’’B-dihidroxiestra-1"’,3"’,5"’(10"’)-trien-16" a-
il)but-2’-enil]}-3,6-bis(dimetilamino)acridina (3.8)

Ny - SN
N B
OH Br OH =
. PONG
"/\/\ﬁ . /,/\/\%: X
| \ -
e ® “
— —N
3.7 | 38 |

O composto 3.8 foi obtido apds dois passos sequenciais.

(a) A uma solugdo do composto 3.6 (48 mg; 0,07mmol) em 5 mL de THF seco adicionou-se
LiAlH, solido (10 mg, 0,18 mmol). A mistura reaccional foi mantida em agitacdo sobre
atmosfera inerte a -78°C (mistura de acetona/CO,) durante 1h. Adicionou-se H,0 para eliminar
o LiAIH, em excesso e extraiu-se com CH,Cl, (3x 50 mL). Secou-se a fase organica com MgSO,,
filtrou-se e removeu-se o solvente tendo-se obtido um pé acastanhado.

(b) O crude obtido foi redissolvido numa solugdo metandlica contendo 2% de HCl 12N. A
mistura reaccional ficou em agitacdo, a temperatura ambiente, durante 6h. Adicionou-se H,0
e fez-se uma extracgdo com EtOAc (3x 50 mL). O composto final foi obtido sob a forma de um

sélido vermelho, apds remogdo do solvente. Rendimento: 60% (28 mg; 0,042 mmol).

Rf (CHCl3/MeOH/AcOH 50:5:1): 0,14

'H-RMN (300 MHz, CD;0D, 8): 0,80 (s, 3H, CH-18); 1,23-1,66; 1,03-1,92; 2,73 (m, 2H), 3,23 (s,
12H, CHs); 3,61 (m, 2H, CH,-A0); 5,10-5,68 (m, 2H, CH=CH); 6,45 (d, 1H, J=9 Hz, H-2); 6,51 (dd,
1H, J=3 Hz, J=9,3 Hz, H-4); 6,62 (br, 2H, CH); 7,03 (d, 2H, J= 9,3 Hz, H-1); 7,21 (m, 2H, CH); 7,82
(m, 2H, CH); 8,64 (s, 1H, CH)
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BC.RMN (75 MHz, CDCls, 8): 12,58; 14,46 (C18); 23,74; 26,19; 26,33; 26,96; 27,50; 28,50; 30,76
(N(CHs),); 31,81; 32,15; 33,07; 33,66; 38,09; 40,31; 43,97; 45-21-45,43; 63,02 (CH,); 63,75
(CH,); 65,66 (CH,-AOQ); 88,07 (C17-0OH); 113,73 (C2); 116,04 (C4); 116,59 (2C); 124,22 (C);
125,51 (C); 127,17 (C1); 131,24 (CH=CH); 132,28 (C10); 132,42 (C); 138,80 (C5); 153,47 (2C)
ESI-MS: (+) (m/z): 590, 5 [M]" (calculado 590,4)

6.3.5. Sintese e Caracterizagdo Derivados 1l6a-Estradiol Conjugados a

Sondas Fluorescentes

6.3.5.1. Sintese do 4-(3’,17’B-dihidroxiestra-1’,3’,5’(10’)trien-16a-il)butamina
(4.3)

OH
Dissolveu-se o composto 2.18 (0,090g; 0,20 mmol) em 2 mL de

YN
NH. CH,Cl, numa solucdo metandlica contendo 2% de HCl 12 N. A

HO ~ g s .
solucdo ficou em agitacdo, a temperatura ambiente durante 6h.
Adicionou-se H,0 e extraiu-se com EtOAc (2x). Secou-se a fase orgdnica com MgSO,, filtrou-se

e removeu-se o solvente. Rendimento: 45% (31 mg; 0,09 mmol).

H-RMN (300 MHz, CD30D, 8): 0,81 (s, 3H, CH3); 1,21-1,95 (m, 17H), 1,82-2,31 (m, 2H), 2,75-
2,77 (m, 2H), 2,94 (t, 2H, CH,NH,), 3,22 (d, 1H, H-17a; J=6,9 Hz), 6,48 (d, 1H, J=2,7 Hz, H-4);
6,54 (dd; 1H; J= 2,4 Hz; J=8,4 Hz, H-2); 7,06 (d, 1H, J= 8,4 Hz, H-1);

Maldi-MS: 343,9 [M+H]" (calculado: 343,2)

HPLC (método B): 9,04 min

6.3.5.2. Sintese do E2-bodipy-1 (4.3)

Dissolveu-se 20 mg de 2.28 (0,06 mmol) em 3 mL de

OH o ¢ VA DMF. Adicionou-se 17 pL de Et;N (0,18 mmol) por
/@@"’NH { :>B<: forma para obter um pH entre 8-9. Em seguida,
H / adicionou-se gota-a-gota 20 mg de NHS-Bodipy
(0,04 mmol) dissolvido em 2 mL de DMF. A mistura
reacional ficou em agitacdo a temperatura ambiente durante 24h. O tempo de reac¢do foi
controlado por TLC utilizando como eluente uma mistura de heptano/EtOAc (4:6). O composto

pretendido foi obtido sob a forma de um pd cor-de-tijolo apés purificagdo por coluna de silica-
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gel utilizando como eluentes uma mistura de heptano/EtOAc na proporgio de 6:4.

Rendimento: 17% (5 mg; 0,007 mmol).

Rf (heptano/EtOAc (40:60)): 0,31

'H-RMN (300 MHz, CDs0D, 8): 0,81 (s, 3H, CH;-18); 0,98 (t, 6H, CHs); 1,32 (s, 6H, CHs); 1,14-
1,38; 1,73-2,07, 2,35 (q, 4H, CH,); 2,48 (s, 6H, CHs); 2,72-2,74 (m, 2H, CH,-6); 4,01 (d, 2H,
CH,NH); 5,61-5,84 (m, 2H, CH=CH); 6,47 (d, 1H, J=2,5 Hz, H-4); 6,52 (dd; 1H; J= 2,5 Hz; J=8,4 Hz,
H-2); 7,05 (d, 1H, J= 8,9 Hz, H-1); 7,44 (d, 2H, J= 8,1 Hz); 8,01 (d, 2H, J= 8,1 Hz)

BC-RMN (75 MHz, CD50D, §): 12,15 (C18); 12,59 (CHs); 15,01; 17,79; 23,80; 27,51; 28,51;
30,38; 30,75; 30,79; 32,29 (CH,); 33,08 (CH,); 38,14; 38,46; 40,37; 40,44; 42,86; 43,89; 45,28;
45,44; 87,71 (COH-17); 113,73; 116,04; 127,22 (C4); 128,11 (Cl); 129,37 (C10); 130,01
(CH=CH); 132,62; 134,32 (CH=CH); 138,79 (CH); 139,54 (CH); 140,35 (CH); 155,29 (C3); 155,95
(CH); 169,03 (C=0)

'B-RMN (CD;0D): 0,74 (t, Jg ¢ = 33,2 Hz)

MALDI-TOF: 728,25 [M-F]* (calculado: 728,4)

UV-Vis (CH;0H), A (nm): 523; 382; 223

HPLC (método B): 21,77 min

6.3.5.3. Sintese do E2-bodipy-2 (4.4)

@ Dissolveu-se 18 mg do composto 4.1 (0,052 mmol)
/@5)':5"//\/\” 4 :>B<: em 2,5 mL de DMF. Adicionou-se 24 plL de Et;N
HO ( (0,26 mmol). Adicionou-se, gota-a-gota, 20 mg de
NHS-Bodipy (0,029 mmol) dissolvido em 2,5 mL de

DMF. A mistura reaccional ficou em agitacdo, a temperatura ambiente, durante 24h.
Controlou-se o tempo de reaccdao por TLC utilizando como eluente uma mistura de
heptano/EtOAc (50:50). Fez-se uma primeira purificacdo em coluna de silica-gel utilizando
como eluentes uma mistura de heptano/EtOAc na proporc¢do de 60:40 seguida de purificacdo
por HPLC (Método E). O composto pretendido foi obtido sob a forma de um pé cor-de-tijolo,

apods evaporagao do solvente a pressao reduzida.

Rendimento: 18% (5 mg; 0,007 mmol)
Rf (heptano/EtOAc (50:50)): 0,35
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'H-RMN (300 MHz, CD;0D, 8): 0,81 (s, 3H, CH;-18); 0,98 (t, 6H, CHs); 1,33 (s, 6H, CH3); 1,33-
1,38; 1,67-1,93, 2,33 (q, 4H, CH,); 2,48 (s, 6H, CH;); 2,73-2,78 (m, 2H, CH,-6); 3,22 (d, 1H, H-
17a, J=9,2 Hz); 3,45 (t, 2H, -CH,NH); 6,46 (d, 1H, J=2,5 Hz, H-4); 6,52 (dd; 1H; J= 2,4 Hz; J=8,4
Hz, H-2); 7,06 (d, 1H, J= 8,4 Hz, H-1); 7,44 (d, 2H, J= 8,4 Hz); 7,99 (d, 2H, J= 8,7 Hz)

BC-RMN (75 MHz, CD;0D, 8): 12,16 (C18); 12,59 (CH;); 14,99 (CHs); 17,78; 18,69; 26,84; 27,51;
28,51; 30,64; 30,72; 31,03; 36,47; 38,15; 40,33; 41,11; 44,09; 45,26; 45,45; 46,18; 88,90 (C17-
OH); 113,71; 116,02 (C2); 127,16 (C4); 129,27 (C1); 129,95; 132,58 (C10); 134,32; 136,46 (C5);
138,75 (CH); 139,46 (CH); 140,21 (CH); 155,21 (C3); 155,91 (CH), 169,34 (C=0)

YB-RMN: 0,74 (t, Jgr = 33,1 Hz)

MALDI-TOF: 749,45 [M]" (calculado: 749,4), 730,27 [M-F]" (calculado:730,3)

UV-Vis (CH;OH), A (nm): 523; 376; 232

HPLC (método B): 19,78 min

6.3.5.4. Sintese do E2-Bodipy-DOTA-1 (4.6)

HOOC— M\ £7C0%H A 0,250 mL de DMF contendo 1
mg de 2.28 (2,9x10° mmol)
" adicionou-se  Et;N  (4,3x10

mmol, 6uL). Apés 10 min em

agitacao, adicionou-se o NCS-

Bodipy-DOTA (4.5) (4,6 mg,
4,3x10° mmol). A mistura reaccional ficou em agitacdo a temperatura ambiente. A cinética de
reacgdo foi controlado por HPLC utilizando-se o Método B. Apds 28h em agitagdo, o solvente

foi removido e crude analisado.

ESI-MS (-): m/z 1397,2 [M-H] (calculado: 1397,5); 1435,1 [M+K-2H] (calculado: 1435,5)
HPLC (método B): 13,86 min
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6.3.5.5. Sintese do E2-Bodipy-DOTA-2 (4.7)

HOOC— [\ /=COooH A uma solugdo de 0,250 mL de
DMF contendo contendo 1 mg
o de 4.1 (2,6x10° mmol)

adicionou-se  Et;N  (4,3x107

mmol). Apés 10 min em

agitacdo, adicionou-se o 1,5 eq
de NCS-Bodipy-DOTA (4.5) (4,5 mg, 4,3x10° mmol). A mistura reaccional ficou em agitacdo a
temperatura ambiente. A cinética de reaccdo foi controlada por HPLC utilizando-se o Método
B. Apds 24h em agitagdo, removeu-se o solvente e obteve-se 6 mg de crude castanho
avermelhado.

A analise por ESI-MS de alta resolucao demonstrou a formagao do composto pretendido.

ESI-MS (-): m/z 1399,2 [M-H] (calculado: 1399,5); 1437,1 [M+K-2H] (calculado: 1437,5)
HPLC (método B): 13,98 min

6.4. Determinagao da afinidade de ligagdo aos receptores de

estrogénio (REa e RE)

Os ensaios de ligagdo competitiva aos receptores de estrogénio foram baseados num
método descrito na literatura com ligeiras modificagdes.”® Uma solugdo do composto em
estudo numa mistura de H,O/EtOH (10 mM) foi diluida para varias concentragdes (1 nM-50
KM) com uma solugdo tampdo 10 mM Tris-HCL pH 7,5, contendo 10% glicerol, 2 mM DTT, e
1mg/mL de BSA. A 50 pL de cada uma dessas solugdes adicionou-se 45 pL de uma solugdo de
*H-estradiol ((2,4,6,7->H)E,, GE Heathcare) diluido no mesmo tamp3o (23,8 nM) e 5 uL de uma
solucdo contendo o receptor a ou o receptor B isolado (0,25 pmol). A ligagdo ndo especifica foi
determinada pela adi¢do de estradiol ndo radioactivo na concentracdo de 50 uM (NSB). A
mistura foi incubada a 4 °C durante cerca de 18h apds o que se adicionou 200 pL de uma
suspensdo de hidroxiapatite (HAP) (Calbiochem) em tampdao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, e agitou-
se a mistura trés vezes durante 15 min, a 4°C. Seguidamente adicionou-se 1 mL de um tamp&o
de lavagem, Tris-HCl 40 mM, pH 7,4 e 100 mM KCI (REa) ou Tris-HCI 40 mM, pH 7,4 (REB). A

mistura foi agitada e centrifugada a 10000g durante 10 min e o sobrenadante, contendo o *H-
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estradiol n3do ligado ao receptor, foi desprezado. A lavagem foi repetida duas vezes. Os
precipitados de HAP foram resuspensos em 750 pL de EtOH frio, para extrair o complexo *H-
estradiol-receptor. Apds agitacdo durante 20 min e posterior centrifugacao, os sobrenadantes
foram transferidos para tubos contendo o liquido de cintilacdo (4 mL) e a actividade foi medida
num contador de cintilagdo liquido (PacKard Tri-CARB 3770 TR/SL). Os ensaios foram realizados
em triplicado. Cada ensaio foi realizado usando o 17B-estradiol como referéncia. A actividade

medida foi expressa em cpm.

A determinagdo da quantidade de *H-estradiol ligado foi determinada pela equagdo

seguinte:

o B — NSB
3H — estradiol ligado (%) = B — NSB x 100
o —

Em que,
e B =valor de contagem de *H-estradiol ligado ao receptor (cpm)
e By=valor de contagem da ligagdo méaxima de *H-estradiol (cpm)
e NSB = ligacdo ndo especifica, correspondente aos tubos contendo a concentragdo de

50 uM de 17B-estradiol.

Os valores obtidos foram expressos em percentagem de ligacdo especifica de *H-estradiol ao
receptor vs logaritmo da concentragao do composto em estudo ou do composto referéncia. Os
valores de ICs5o foram calculados através do programa de analise de dados GraphPad’s Prism e
representam a concentragdo de composto necessario para reduzir em 50% a ligacdo de *H-
estradiol ao receptor.

Os valores de RBA foram determinados pela razdo entre a concentragao de 17B-estradiol e a

concentragdao do composto em teste necessdrias para inibir 50% a ligagao ao receptor.

IC50 17 — estradiol
RBA = x 100
IC5o composto em teste

6.5. Sintese, caracterizacao e avaliagao bioldgica dos complexos

radioactivos

Todos os procedimentos que envolveram a utilizagdo de compostos radioactivos foram

efectuados de acordo com as regras de proteccdo e seguranca radiolégica estabelecidas no
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Programa de Proteccao Radioldgica do Laboratdrio de I&D em Radiofarmadcia para a utilizacao

de fontes radioactivas ndo seladas.

6.5.1. Medicao da Actividade das Solu¢des Radioactivas

n e Ga, foi medida numa camara de

A actividade das solucdes radioactivas de
ionizacdo (Aloka, Curimeter 1GC3, Tokyo, Japan). Todas as amostras, cuja actividade era

inferior a 1 pCi, foram medidas num contador gama (Berthold, LB2111, Germany).

6.5.2. Procedimento Geral para a Sintese dos Complexos de *In

A 190 puL de uma solucdo tampao acetato 0,4 M, pH 5 adicionou-se 5-15 pL duma
solucdo stock de ligando (L1-L6), seguida da adicdo de 10-30 pL de solucdo de ™InCl;. As
condicBes experimentais utilizadas para obtencdo dos respectivos complexos de *'In estdo

descritas na tabela 5.1. Os complexos de **In foram obtidos com rendimentos <95%.

Tabela 5.1: Condi¢Ges experimentais utilizadas na preparagao dos complexos de n (mInLl-mInLG)

Concentragao de Condigoes Rendimento
Complexo
ligando experimentais (%)

g [L1] = 1,0 x 10™*M pH 5, t.a., 10 min 298
12 [L2] = 5,5 x 10°M pH 5, 95°C, 20 min 297
111 5 . 295

InL3 [L3] =5,5x 10°M pH 5, 95°C, 20 min
111 5 . >95

InL4 [L4]=5,5x10"M pH 5, 95°C, 20 min
05 [L5] = 1,0 x 10™*M pH 5, 95°C, 20 min 295
"hLe [L6] = 1,0x 10™*M pH 5, 95°C, 20 min 295
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6.5.3. Procedimento Geral para a Sintese dos Complexos de *’Ga

6.5.3.1. Convers3o do citrato de ®’Ga a cloreto de ®’Galio (*’GaCl;)**

A convers3o do citrato de ¥Ga a ®’GaCl; foi efectuada segundo o método descrito por
Scasnar com ligeiras modificacBes. **> Numa coluna Sep-Pak de silica-gel adicionou-se 2 mL de
citrato-*’Ga. Em seguida eluiu-se a coluna com 10 mL de dgua de modo a remover os ides
citrato. Os iGes ®’Ga(lll) foram depois removidos com 3 mL de uma solucdo 0,1N de HCl e
recolhidos em fraccBes de 0,500 mL. A taxa de conversdo de citrato-*’Ga a *’GaCl; foi superior
a 90%, n3o se observando a presenca de coloides nem de citrato de *Ga livre, apds andlise da

pureza radioquimica nos seguintes sistemas de ITLC:

ITLC-SG (piridina/EtOH/H,0 (1:2:4)):citrato de *’Ga (R= 0,89); *’GaCl; (R¢= 0,44)
ITLC-SG (0,9 % NaCl/0,1 N HCl (25:0,5)). Coléides (Rf=0); *’GaCls (R= 1)

6.5.3.2. Sintese dos complexos de *Ga

A 190 pL de uma solucdo tampdo acetato 0,4 M a pH 5 adicionou-se 10-15 pL duma
solucdo-m3e de ligando (L2 ou L7), seguida da adicdo de 250 pL de solugdo de ®’GaCls.
Sucintamente, as condicdes reaccionais para a obtencdo dos complexos de *’Ga estdo

descritas na tabela 5.2.

Tabela 5.2: CondigGes experimentais utilizadas na preparagao dos complexos de “Ga (57GaL2-57GaL6)

Concentragao de CondigGes Rendimento
Complexo
Ligando Experimentais (%)
¥Gal2 [L2] =1,0x 10*M pH 5, 95°C, 20 min <95
¥GalL7 [L7]=5,5x 10°M pH 5, 95°C, 20 min <95

6.5.4. Determinacao da Pureza Radioquimica

111

A pureza radioquimica dos complexos de *'In e ®’Ga foi determinada por RP-HPLC e

111
In

ITLC de acordo com as condig¢Oes descritas neste capitulo (sec¢do 5.2.). Os complexos de e
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¥Ga foram caracterizados por comparacdo do seu tempo de retencdo com o tempo de
retengdo dos complexos analogos nao radioactivos de In e Ga tal como apresentados nas

tabelas 2.5. e 2.7. (sec¢do 2.3.1.).

6.5.5. Determinacao da Lipofilia dos Complexos Radioactivos

!1n e “’Ga foi avaliada por determinagdo do coeficiente de

A lipofilia dos complexos de
particdo (D,n) no sistema bifasico n-octanol (o)/ PBS (a), a pH = 7,4. Para esse efeito,
efectuaram-se duas extrac¢Ges sucessivas em n-octanol/PBS 0,AM a pH 7,4. Para a 12
extraccdo, adicionou-se a 1 tubo de centrifuga, 1 mL de n-Octanol (fase organica) e 1 mL de
PBS (fase aquosa). Agitou-se energicamente em vortex durante um minuto adicionando-se
depois, 100 plL de solugdo de complexo radioactivo. Apds agitagao durante um minuto, para
permitir a particdo do complexo radioactivo pelas duas fases, centrifugou-se depois durante 10
minutos a 3000 rpm (CR4 11, Jouan) de forma a garantir uma separacdo eficiente entre as
fases. Retiraram-se 3 aliquotas de igual volume de cada fase e mediu-se a radioactividade de
ambas num contador gama (Berthold, LB 2111, Germany). Para a 22 extracgao, retirou-se 500
uL da fase com maior actividade a qual se adicionou 500 uL de fase oposta, n-Octanol ou PBS,
repetindo-se o mesmo procedimento descrito anteriormente para a primeira extracgao.

O Coeficiente de Particao foi calculado segundo a expressdo seguinte:
Doa= Co/Ca
Em que:
e D,,.= coeficiente de partigdo,
e (y=radioactividade na fase organica

e C,=radioactividade na fase aquosa

Os resultados foram expressos em log Dy/a.

6.5.6. Ensaios de Estabilidade in vitro

1n e *’Ga foi estudada por determinagdo da

A estabilidade in vitro dos complexos de
sua pureza radioquimica, avalianda por HPLC e ITLC-SG ao longo do tempo de incubacdo, a
37°C. Os estudos de estabilidade in vitro foram efectuados por diluicgdo do 50uL de cada
complexo em 500 pL de PBS e soro humano. Foi também avaliada a transquelata¢do na

presenca de excesso de DTPA e apo-transferrina.
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Apés diferentes periodos de incubacao, efectuou-se o controlo de qualidade por HPLC

e ITLC-SG para avaliar a presenca de eventuais impurezas radioquimicas.

6.5.6.1.Estabilidade em PBS

A 500 pL de tampao PBS (pH 7,4) adicionou-se 50 pL de solugdo de cada complexo de
™ ou *’Ga e incubou-se a 372C em banho termostatizado. Retiram-se aliquotas apds 1h, 3h,
24h e 120h, que foram analizadas por HPLC e ITLC-SG para avaliar a presenca de eventuais

impurezas radioquimicas.

6.5.6.2.Estabilidade em soro humano

My ou

A 500 pL de soro humano adicionou-se 50 plL de solucdo de cada complexo de
’Ga e incubou-se a 372C em banho termostatizado. Ao fim de 1h, 3h, 24h, 120h retiraram-se
aliquotas de 60pL as quais foram tratadas com 120 pL de etanol mantido a 4 °C para precipitar
as proteinas séricas. Seguidamente centrifugaram-se a 3000 rpm durante 10 min, a 4 °C. O

sobrenandante foi analizado HPLC e ITLC-SG.

6.5.6.3. Transquelatagao para DTPA

A 500 plL de uma solugdo de tampdo acetato, pH 5, contendo um excesso molar de
1000x de DTPA (0,05M-0,1M) adicionou-se 50 L de solugdo de cada complexo de *!In e *’Ga.
e incubou-se a 372C em banho termostatizado. Retiram-se aliquotas apds 1h, 3h, 24h e 120h,
que foram analizadas por HPLC e ITLC-SG para avaliar a presenca de eventuais impurezas

radioquimicas

6.5.6.4. Transquelatac¢do para a apo-transferrina

A 200 pL de uma solucdo de apo-transferrina (3mg/mL tamp&o bicarbonato pH 7.4)
adicionou-se 50 plL de solugdo radioactiva. A solugdo foi incubada a 37°C e a estabilidade

analisada por HPLC e ITLC-SG em aliquotas apds de 1h, 3h, 24h e 120h de incubagao.
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6.6. Estudos em Células Tumorais

Linhas Celulares

MCF-7: linha celular humana do adenocarcinoma da mama, que expressa receptores de
estrogénio, subtipo a (REa +), adquirida na American Type Culture Colletion (ATCC, Barcelona,
Spain)

MDA-MB-231- linha celular humana do adenocarcinoma da mama, que ndo expressa

receptores de estrogénio (RE-)

Culturas de Células

As linhas celulares MCF-7 e MDA-MB-231- foram cultivadas em condi¢Ges de assepsia
no meio de cultura DNEM Glutamax | (Gibco, Invitrogen life- Tecnologies, reino Unido)
suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal (FBS) (Gibco, Invtrogen Life- Tecnologies,
Reino Unido) inactivado pelo calor e 1% (v/v) de solugdo de antibidticos de Penicilina

(100U/mL)/Estreptomicina (10pg/mL).

As linhas celulares foram mantidas numa incubadora em atmosfera himida com 95%
de ar e 5% de CO, a 37°C (Haraeus, Germany). O meio de cultura foi mundado de 2 em 2 dias

ou de 3 em 3 dias.

Em cada fase de crescimento (PO, P1, P2,..), o meio de cultura foi removido e as
células lavadas com PBS, pH= 7,2 (tampdao fosfato em solugdo salina). Em seguida, incubaram-
se as células com 1 mL de tripsina-EDTA (Gibco) até que as células se destacassem do frasco
adicionando-se depois 3 mL de meio de cultura para inactivar a acgdo da tripsina. As células
foram transferidas para outro frasco de cultura adicionando-se mais meio ou utilizadas para os
ensaios de captacdo celular apds a contagem do numero de células e estudo da viabilidade

celular. As células utilizadas nos ensaios encontram-se em fase de crescimento logaritmico.

Apds contagem e determinagdo da viabilidade celular, foram preparadas suspensées
celulares das células MCF-7 e MBA-MB-231 nas seguintes condi¢cbes: meio DNEM sem
indicador de pH vermelho de fenol e suplementado com 10% (v/v) de FBS inactivado pelo calor
e tratado com carvdo activado e 1% (v/v) de solugdo de antibidticos de penincilina
(100U/mL)/Estreptomicina (10ug/mL), com uma concentragdo de aproximadamente 4 x 105
células/mL. As suspensdes foram de seguida repartidas por placas de pogos (0,5 mL/pogo) e
incubadas durante 48 horas em estufa com atmosfera humida com 95% de ar e 5% de CO, a

37°C, antes da realizagdo dos ensaios de captacdo celular.
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Contagem das Células e Determinagdo da Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi determinada pelo método de exclusdo com corante azul de
tripano. A 30 uL de suspensdo celular adicionou-se igual volume de azul de tripano 0,4%
(Sigma Chemical, St Louis, EUA). A suspensdo corada foi colocada num hermocitometro
(cdmara de NEUBAUER) e observada num microscépio éptico. O principio deste método
baseia-se na entrada do corante apenas nas células ndo vidveis cuja membrana se encontra
danificada. Assim, enquanto as células ndo vidveis coram de azul, as vidveis permanecem ndo
coradas. A viabilidade é expressa em percentagem de células ndo coradas relativamente ao
numero total de células.
As células foram contadas nos quatro quadrantes dos cantos do hemocitometro e o nimero

de células foi calculado de acordo com a seguinte expressao:

n? células = n® médio de células em cada quadrante X diluicio x 10*

Os resultados foram expressos em n2 de células/mL de suspenséo celular.

6.6.1. Estudos de Captagao Celular

Apds remover o meio de cultura procedeu-se a adicdo de solugdes dos compostos em
estudo, diluidos nos respectivos meios de cultura (25 kBg/mL). Apds 15min, 30min, 1h, 2h e
3h, a 37°C sob atmosfera humida de 5% CO, o meio de cultura foi removido e recolhido num
tubo, as células lavadas e neutralizadas com 2x 500uL de tampdo PBS, mantido a 4°C, sendo
depois lisadas com 500uL de NaOH 1N. as células solubilizadas foram recolhidas num tubo e a
actividade captada medida num contador gama. Para cada tempo de incubacdo foram
realizados quatro replicados. Para verificar se a captagdo dos compostos nas células era
mediado pelos RE, foram realizados ensaios em paralelo, em que as células foram previamente
saturadas pela adi¢ao de 100 pL de uma solug¢do 10 uM de estradiol. A % de captagao total foi

calculada segundo a expressao seguinte:

Radioactividade medida no sedimento celular (cpm)
% Captagdo Total = x100
Radioactividade total (cpm)
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Com os dados experimentais tracaram-se curvas de % captacdo por milhdo de células vs tempo

de incubacao.

6.6.2. Inibicao da Proliferagao Celular

A inibicdo da proliferacado celular foi determinada pelo método de MTT, utilizando a
linha celular MCF-7. As células foram cultivadas em placas de 96 pogos com 200 uL de meio
DMEM completo e incubadas a 372C durante 24h para permitir a aderencia das células. Apds
esse periodo, adicionaram-se solugdes dos compostos em estudo preparadas a partir de uma
solugdo stock de 10mM em DMSO/EtOH através de seis diluicdes sucessivas em DMEM/F12
sem vermelho de fenol e suplementado com FBS tratado com carvao activado. A concentracdo
final de DMSO no meio de cultura celular ndo excedeu 1%. Os grupos de controlo, com ou sem
DMSO (1%) foram incluidos nos ensaios. Andlise de sobrevivéncia celular foi realizada ao fim
de 72 h de exposicdo celular aos compostos através do método do MTT [brometo de 3 - (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio]. Em resumo, uma solugdo de MTT dissolvida em PBS
(0,5 mg/mL) foi adicionado a cada poco (200 ul) e as placas foram incubadas a 37°C durante 3-
4 h. Apds este tempo, o meio foi descartado e 200 uL de DMSO foi adicionado a cada pogo
para dissolver os cristais de formazan. A absorvancia foi medida a 570 nm com um
espectrofotometro de placas (Power Wave Xs, BioTek). Cada experiéncia foi repetida pelo
menos duas vezes e cada concentracdo foi testada com pelo menos seis replicados. Os
resultados foram expressos em percentagem de sobrevivéncia em relacdo aos controlos
(células sem tratamento) na auséncia do composto. Os valores de ICs, (concentragdo do
composto que induz 50% de morte celular) foram calculados a partir de curvas construidas
tracando a sobrevivéncia das células (%) vs. a concentragdo do composto (M). Os valores de

ICso foram analisados com o software GraphPad Prism.

6.6.3. Determinag¢ao de Captacao Celular por Microscopia de

Fluorescéncia Confocal com Células Vivas

A avaliagdo da captagdo celular por microscopia de fluorescéncia confocal foi
efectuada pelos Doutores Fernanda Marques e José Rino no Instituto de Medicina Molecular

da Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa.
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A captagao celular dos compostos 3.8, 4.3 e 4.4 foi visualizada através da realizagdo
imagens de fluorescéncia em “time-lapse” de células MCF-7 vivas. Resumidamente, cerca de

10’ células/mL foram cultivadas em placas de Petri estéreis de 35 mm (MatTek, Ashland, MA).

No caso do composto 3.4, apds 24 h de incubacdo a 37°C, as células foram tratadas
com duas sondas fluorescentes diferentes, o dehidroetideo (DHE) (A 500; A.m 600) ou o DAPI
(4’-6-diamidino-2-fenilindol; Aex 350 nm; A, 480nm) (Molecular Probes, Invitrogen) na
concentragdo de 1 pug/mL durante 10 min a 37°C. O DHE é um composto que entra no

citoplasma sendo depois oxidado a etidio que tem emissdo de fluorescéncia no vermelho.

No caso dos compostos 4.3 e 4.4, foi utilizado o marcador Hoechst (Molecular Probes,
Invitrogen). Apds a marcacao, as células foram lavadas trés vezes com PBS e mantidas em meio

DMEM/F12 sem vermelho de fenol para a realizacdo das imagens ao vivo com os compostos.

As células foram entdo fotografadas com um microscépio Zeiss LSM 510 META, um
microscopio de varrimento a laser confocal invertido (Carl Zeiss, Alemanha) equipado com
uma incubadora para controlo de temperatura a 37°C (Pecon, Alemanha) utilizando um
PlanApochromat 63x/1.4 com uma objectiva de imersdo a 6leo. O etidio foi detectado
utilizando a linha de laser (45 mW de poténcia nominal) a 514 nm e de um filtro a 615 nm. O
DAPI foi detectado utilizando um diodo laser (50 mW de poténcia nominal) de 405 nm e um
filtro de 420-480 nm. A fluorescéncia dos compostos foi detectada utilizando a linha de laser
488 nm (3.8) do mesmo filtro e um laser de Argon de 500-550 nm ou a 514 nm (4.3 e 4.4) com

um laser de Argoén (45 mW de poténcia nominal) e um filtro 530-600 nm.

Apds a adicdo dos compostos 3.8, 4.3 e 4.4 na concentragdo de 100 puM, foram
adquiridas imagens sequenciais em cada minuto durante um periodo de tempo de 1h a verde

(3.8), vermelho (etidio) e azul (DAPI ou Hoechst) e verde (4.3 e 4.4).

6.7. Estudos de Biodistribuicao

M e Ga em estudo foi avaliado em

O comportamento in vivo dos complexos de
grupos de 3-4 ratos fémea imaturos da estripe Sprague-Dawley ou em ratinho da estirpe CD-1,

adquiridos a Charles River Laboratories, Francga.

As condicOes experimentais de realizagdo dos ensaios bioldgicos satisfizeram as

orientacBes técnicas relativas ao alojamento e cuidados a prestar a pequenos roedores,
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definidas no Decreto-Lei n? 113/2013 de 7 de Agosto, que transpde para a ordem juridica
interna a Directiva n22010/63/UE do Parlamento Europeu e do Conselho que estabelece as
regras relativas ao bem-estar dos animais utilizados em procedimentos cientificos reforcando

as normas minimas relativas a sua protecgao.

No decorrer dos ensaios os animais foram mantidos com dieta normal ad libitum.

6.7.1. Biodistribuicao em rato

A distribuicdo bioldgica dos complexos *!InL5, **!InL6, *’Gal2 e ®’GalL7 foi efectuada
por administragdo intravenosa na veia da cauda de 0,7-5,0 MBqg (20-135 uCi) em
aproximadamente 100uL de solucdo de NaCl 0,9%, a grupos de 3 ratos fémea imaturos da
estripe Sprague Dawley. Os animais utilizados tinham aproximadamente 40 a 50 gramas de
massa. A actividade administrada a cada animal (diferenca entre a actividade medida na
seringa cheia e a medida da seringa vazia) foi medida em cdmara de ionizagdo. Apds
administracdo dos compostos (1, 2 e 24 horas), os animais foram sacrificados por excesso de
anestésico. A um grupo de animais os receptores de estrogénio foram previamente
bloqueados por administracdo de 5 mg de estradiol em solugdo de soro fisiolégico contendo
10% de etanol. Os animais foram dissecados, recolhidos os dérgdos de interesse, pesados e
medida a actividade dos mesmos em contador gama. Os resultados foram expressos em
termos de percentagem de actividade injectada por grama de érgdo (% Al/ g érgdo). Sempre
que possivel recolheu-se a urina imediatamente apds o sacrificio para posterior andlise por

HPLC.

6.7.2. Biodistribuicao em ratinho

A distribuic3o bioldgica dos complexos **!InL1 e **!InL2, foi estudada por administragdo
intravenosa na veia da cauda de 0,7-2,8 MBq (20-75 uCi) em aproximadamente 100uL de
solugdo de NaCl 0,9%, a grupos de 3 ratinhos fémea da estripe CD1 da Charles River. Os
animais utilizados tinham entre 20 e 25 dias de idade e aproximadamente 20 gramas de
massa. A actividade administrada a cada animal foi medida em camara de ionizacdo. Apds
administracdo dos compostos (1 e 2 horas), os animais foram sacrificados por deslocacdo
cervical. Os érgaos de interesse foram dissecados, recolhidos, pesados e medida a actividade

dos mesmos em contador gama. Os resultados foram expressos em termos de percentagem
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de actividade injectada por grama de érgdo (% Al/ g 6rgdo). Sempre que possivel recolheu-se a

urina no momento de sacrificio para posterior analise por HPLC.

6.7.3. Ensaios de Estabilidade in vivo

A estabilidade in vivo dos complexos radioactivos foi avaliada por andlise em RP-HPLC
de amostras de urina e de soro dos ratinhos. Assim, no momento do sacrificio recolheram-se

amostras de sangue por punc¢do cardiaca e amostras de urina.

Urina: A urina foi centrifugada durante 10 min a 3000 rpm e o sobrenadante analisado por

HPLC.

Sangue: Apds retraccao do coagulo, o sangue foi centrifugado a 3000 rpm durante 10 min para
separar o soro. Retiraram-se aliquotas de 100 pL de soro, as quais foram tratadas com 200 pL
de etanol mantido a 4°C para precipitar as proteinas séricas. Seguidamente centrifugaram-se a

3000 rpm durante 10 min, a 4°C. O sobrenadante foi analisado por HPLC.
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