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RESUMO

O céancer de prostata € um dos tumores de maior incidéncia entre os homens,
apresentando elevados indices de mortalidade. Os atuais métodos de diagndstico
ndo sdo capazes de identifica-lo nos estagios iniciais, resultando muitas vezes em
diagnostico tardio com metéstase. Assim, existe por parte da comunidade cientifica
uma busca incessante por métodos de diagnéstico capazes de detectar com
precocidade o tumor, facilitando o tratamento e aumentando as chances de cura.
Nesse sentido, a medicina nuclear propicia métodos capazes de detectar tumores
em estégios iniciais, pois se baseia em alteracdes bioquimicas e fisiol6gicas do
tecido, como a super-expressao de receptores para o peptideo liberador de gastrina
(GRPr's) pelas células de tumor de préstata. A bombesina, um tetradecapeptideo
isolado do sapo Bombina bombina, apresenta alta afinidade por esse receptor, pois
€ analoga ao peptideo liberador de gastrina. Portanto, este trabalho tem como
objetivo preparar o complexo 99’“TC-HYNIC-BAIa-BombeSina(7.14) e usa-lo na
identificacdo de tumor de prostata, linhagem LNCaP, em modelo experimental. Nos
ensaios in vitro, aliquotas de 0,026 MBg do radiopeptideo foram incubadas com
2x10° células LNCaP em banho-maria & 37°C, por 1 e 4 horas, com e sem adicdo
prévia do peptideo frio (n=3). O tumor de prostata foi induzido no flanco superior
direito de camundongos, machos BALB/c nude, por meio da injecdo subcutanea de
5x10° células LNCaP ressuspendidas em 150 pL de Matrigel:meio RPMI-1640 (1:1).
O perfil de biodistribuicdo (n=5) e as imagens cintilograficas (n=3) foram obtidos 1 e
4 horas ap6s a administracdo intravenosa de 7,4 MBq do *™Tc-HYNIC-BAla-
Bombesina.14). Para tanto, foram utilizados camundongos machos BALB/c sadios e
animais com tumor de préstata com 15, 20 e 25 dias de desenvolvimento. Os
resultados do estudo in vitro mostraram que a fracdo do radiopeptideo que se ligou
as células foi de 2,08+0,30% (1 hora) e 2,44+0,18% (4 horas). Dos percentuais que
se ligaram, as fracdes que se internalizaram foram de 25,64+3,14% (1 hora) e
25,27+2,05% (4 horas). Por outro lado, a incubacdo prévia das células com o
peptideo frio reduziu a ligacdo em 32,21% (1 hora) e 43,85% (4 horas). A
internalizacao foi reduzida em 57,88% (1 hora) e 53,70% (4 horas). O perfil de
biodistribuicdo do **"Tc-HYNIC-BAla-Bombesinag.14 nos camundongos sadios e
com tumor de prostata mostrou uma rapida depuracdo sanguinea, com elevada

captacao pelos rins. O percentual da dose injetada (%DI) do radiotracador captado



pelo tumor foi estatisticamente maior quando este apresentava 25 dias de
desenvolvimento, aproximadamente 1% (1 hora) e 0,1% (4 horas). As imagens
cintilograficas corroboraram com o perfil de biodistribuicdo do radiofarmaco,
observando-se intensa captacdo do 9ngc-HYNIC-BAIa-Bombesina(7.14) pelos rins e
pela bexiga, em todos os grupos investigados. Por outro lado, o foco tumoral foi
melhor visualizado nos camundongos com tumor de préstata com 25 dias de
desenvolvimento, apresentando tamanho em torno de 7,6 mm. Os resultados
obtidos dos ensaios in vitro mostraram que o radiopeptideo ligou-se especificamente
aos GRPr’s presentes nas células LNCaP. Os dados dos estudos de biodistribuicdo
e de imagens cintilograficas sugerem que o 99mTc-HYNIC-BAIa-Bombesina(7.14) pode
ser usado para a identificacdo de tumor de prostata, linhagem LNCaP, por meio de

imagens cintilograficas, em modelo experimental.

Palavras-Chave: tumor de préstata; LNCaP; bombesina; tecnécio-99m.



ABSTRACT

Prostate cancer is one of the most prevalent tumors in men, showing high mortality
rates. Current diagnostic methods are not able to identify early prostate carcinoma,
often resulting in a late diagnosis with established metastasis. Thus, there is by the
scientific community an incessant search for diagnostic methods for early
assessment of prostate cancer, facilitating the treatment and increasing the chances
of cure. In this context, nuclear medicine provides a diagnostic method which can
detect tumors at an early stage, because it is based on biochemical and physiological
changes of the tissue, such as overexpression of gastrin releasing peptide receptors
(GRPr’s) by prostate cancer cells. Bombesin, a tetradecapeptide isolated from the
frog Bombina bombina, has a high affinity for the GRPr’s, since it is analogous to
gastrin releasing peptide. Therefore, this study aims to prepare the complex **"Tc-
HYNIC-BAla-Bombesin(.14) and use it for the identification of prostate tumor, LNCaP
line, in an experimental model. For in vitro assays, aliquots of 0.026 MBq of the
radiopeptide were incubated with 2x10° LNCaP cells in a water bath at 37°C, for 1
and 4 hours, with and without prior addition of cold peptide (n=3). Prostate tumors
were induced into the upper right flank of male BALB/c nude mice by subcutaneous
injection of 5x10° LNCaP cells resuspended in 150 pL of Matrigel:RPMI-1640
medium (1:1). Biodistribution profile (n=5) and scintigraphic images (n=3) were
obtained at 1 and 4 hours after intravenous injection of 7.4 MBq of **"Tc-HYNIC-
BAla-Bombesin.14. To assess this, healthy male BALB/c mice and tumor-bearing
male BALB/c nude mice with 15, 20 and 25 days of tumor development were used. In
vitro study results showed that the fraction of the radiopeptide which bound to LNCaP
cells was 2.08+0.30% (1 hour) and 2.44+0.18% (4 hours). From the percentage
which was bound, the internalized fractions were 25.64+3.14% (1 hour) and
25.27+2.05% (4 hours). On the other hand, prior incubation of LNCaP cells with cold
peptide reduced binding percentage in 32.21% (1 hour) and 43.85% (4 hours).
Internalization percentage was reduced in 57.88% (1 hour) and 53.70% (4 hours).
Biodistribution profile of **™Tc-HYNIC-BAla-Bombesin.14 in healthy and tumor-
bearing mice showed rapid blood clearance, with high uptake by the kidneys.
Percentage of injected dose (%ID) of the radiotracer captured by the tumor focus
was significantly higher after 25 days of tumor development, approximately 1% (1

hour) and 0.1% (4 hours). Scintigraphic images have confirmed the



radiopharmaceutical biodistribution profile, showing intense uptake of **"Tc-HYNIC-
BAla-Bombesin.14) by kidneys and bladder, in all investigated groups. In contrast,
the tumor focus was best viewed in tumor-bearing mice with 25 days of tumor
development, with tumor size around 7.6 mm. In vitro assay results showed that the
radiopeptide binds specifically to GRPr's present in LNCaP cells surface.
Biodistribution and scintigraphic images data suggest that *°"Tc-HYNIC-BAla-
Bombesin(.14) is able to identify prostate tumor, LNCaP line, by scintigraphic images

in experimental model.

Keywords: prostate tumor; LNCaP; bombesin; technetium-99m.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

Céancer é um termo genérico utilizado para um conjunto de mais de 100 doencas que
se caracterizam pela multiplicacdo desordenada de células que invadem tecidos e
orgaos (tumor primario), podendo espalhar-se para outras regibes do corpo
(metastase). Metastases séo a principal causa de morte por cancer. Outros termos
que podem ser utilizados como sindnimos de céancer sdo tumor maligno e neoplasia
(WHO, 2011).

O céncer esta entre as causas mais comuns de morte no mundo. Em 2008, foram
registrados cerca de 12,7 milhdes de novos casos e a doenca foi responsavel por
aproximadamente 13% (7,6 milhdes) de todas as mortes ocorridas no mundo
naquele ano (FERLAY, 2010). A perspectiva da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) é que a taxa de mortalidade por cancer continue aumentando, atingindo 11,5
milhdes de 6Obitos em 2030, um crescimento de 51% (WHO, 2011). Essa elevacéo
seria influenciada em parte pelo envelhecimento da populagcdo mundial, visto que a
idade é um fator de risco para o desenvolvimento do cancer (DEPINHO, 2000). Os
nameros estimados ndo sdo maiores devido a expectativa de reducdo na
mortalidade com base nas intensas pesquisas na area da oncologia. O numero de
novos casos de cancer esperados para 2030 é de 15,5 milhdes em todo o mundo
(WHO, 2011).

Os tipos mais frequentes de cancer no ano de 2008, para ambos os sexos, foram 0s
canceres de mama, de préstata e de pulm&o, como pode ser observado no grafico a

seguir (Grafico 1).
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Grafico 1 — Tipos de cancer mais frequentes em 2008, para ambos os sexos (adaptado de
FERLAY, 2010).

No Brasil, o Instituto Nacional de Céncer (INCA) estima 518.510 novos casos de
cancer para o ano de 2012. Destes, 134.170 (25,9%) corresponderdo ao cancer de
pele ndo melanoma. A excecdo deste tipo de cancer, os tipos mais incidentes entre
0os homens serdo os canceres de préstata, de pulmao, coloretal e de estdbmago, e
entre as mulheres serdo os cénceres de mama, de colo uterino, coloretal e da
glandula tiredide, apresentando perfil semelhante ao observado nas estatisticas
mundiais (INCA/MS, 2011).
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A prevencgdo do cancer é de extrema importancia, sendo um componente essencial
de todos os programas de saude para o controle da doenga, uma vez que cerca de
40% de todas as mortes causadas por cancer podem ser evitadas. Importantes
fatores de risco para o desenvolvimento da doenca sédo passiveis de prevencao,
mas ainda causam milhares de Obitos por cancer todos os anos no mundo (WHO,
2011):

e Consumo do tabaco — responséavel por 1,8 milhdes de mortes;
e Sobrepeso, obesidade e inatividade fisica — juntos séo responsaveis por
274.000 mortes;

e Consumo excessivo de alcool — responsavel por 351.000 mortes;

¢ Infeccdo pelo virus do papiloma humano (HPV) — responsavel por 235.000

mortes;

e Carcindégenos ocupacionais — responsaveis por pelo menos 152.000 mortes.

1.1.1 Carcinogénese

O surgimento do cancer se da a partir de uma Unica célula e se constitui,

basicamente, de quatro etapas: iniciacdo, promocéao, progressao e disseminacao.

Na etapa de iniciacdo, uma célula normal sofre a acdo de um ou mais agentes
cancerigenos, 0s quais provocam alteracdes no DNA (mutacdes genéticas) e a
célula passa a receber instrucdes erradas para as suas atividades (PATRICK, 2005).
Esse estimulo cancerigeno pode ser de trés tipos (FILHO et al., 2004):
e agente fisico, como a radiacao ionizante;
e agente quimico, como alguns componentes do tabaco, solventes organicos e
aditivos quimicos presentes nos alimentos industrializados;

e agente biolégico, como alguns tipos do HPV e os virus das hepatites B e C.

As alteracbes no DNA podem ocorrer em dois tipos de genes, 0s oncogenes e 0S
genes supressores de tumor. Ambos sdo extremamente importantes para a
manutencdo do equilibrio celular, visto que apresentam funcgfes relacionadas ao
controle do ciclo celular, ao reparo do DNA e a apoptose (WEINBERG, 2008).
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Os oncogenes sao originados dos protooncogenes e ndo desempenham
adequadamente as funcdes anteriormente realizadas por seus antecessores, 0S
protooncogenes. Como resultado dessa alteracdo, pode ocorrer aumento ou falha na
sintese do produto desses genes, que pode ser, por exemplo, um receptor ou um
fator de crescimento. Em ambos os casos ocorrera proliferacdo desordenada das
células. Sdo exemplos de oncogenes 0s genes ras e myc, que estdo envolvidos no
desenvolvimento da maioria dos tumores (BOS, 1989; BISHOP, 1991, WEINBERG,
2008).

Os genes supressores de tumor apresentam funcdes de reparo do DNA e de
regulacdo do ciclo celular. Portanto, o envolvimento desses genes na formacéo do
cancer acontece quando os mesmos sdo desativados. Assim, as células perdem um
importante aliado na contencao da formacao do tumor, sendo este mecanismo tao
importante quanto a ativacdo dos oncogenes. Dentre 0s genes supressores de
tumor destacam-se o gene p53 e o gene Rb, envolvidos na regulacdo do ciclo
celular. Dessa forma, mutacbes em um ou ambos o0s genes sdo determinantes para
a formacéo dos canceres (HAHN e WEINBERG, 2002; ROBBINS e COTRAN, 2010).

Na etapa de promocédo, 0s agentes oncogénicos promovem a proliferacdo da célula
cancerosa (COUSSENS e WERB, 2002). Essa etapa da carcinogénese, bem como
a anterior, gera modificacdes nas funcdes celulares, ocasionando alteracbes nas
propriedades de membrana, nas interacdes célula-célula e no metabolismo celular, o

que propicia a formacao dos tumores (PAUWELS et al., 1998).

Apds o seu surgimento, o cancer passa pela etapa de progressdo, em que pode
sofrer modificacdes bioldgicas, tornando-se, em geral, mais agressivo e maligno. A
Gltima etapa da carcinogénese € a disseminacdo ou metastase, caracterizada pela
migracdo de uma célula cancerosa do seu sitio de origem para outro 6rgdo ou
tecido, através de duas vias principais, a sanguinea e a linfatica. No novo sitio, ha a
formacdo de uma nova lesdo tumoral, mas sem continuidade com o tumor primario
(FILHO et al., 2004).
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1.1.2 Angiogénese

Para que os tumores crescam além de 1-2 mm de tamanho, ha a necessidade de
um suprimento aumentado de sangue, uma vez que as células neoplasicas precisam
de um aporte elevado de nutrientes para a manutencdo de seu acentuado
metabolismo. Esse maior aporte sanguineo € garantido pela angiogénese, ou seja, a
formacdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes e/ou de
células tronco endoteliais circulantes, sendo fundamental para o crescimento tumoral
e para o processo de metastase (CARMELIET, 2003; VIRREY et al., 2008; CHUA et
al., 2010; JUN et al., 2010).

A angiogénese é altamente especifica para o processo neoplasico, visto que, exceto
na cicatrizacao de feridas ou nos tecidos do sistema reprodutor feminino, apenas
0,01% das células endoteliais normais estdo envolvidas na angiogénese (HANAHAN
e FOLKMAN, 1996).

A inducédo da angiogénese deve-se a uma resposta ao stress causado pela hipdxia e
pelo baixo pH (HARRIS, 2002), sendo controlada por um equilibrio entre moléculas
enddgenas anti-angiogénicas e pré-angiogénicas (NYBERG et al., 2005). Dentre
essas moléculas, podemos citar os fatores de crescimento pré-angiogénico, como o
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), o fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento de fibroblasto (PGF), além de
enzimas proteoliticas, como as metaloproteinases e a plasmina. A hipdxia presente
no tumor estimula as ceélulas cancerosas a secretar estes fatores no intersticio,
levando a degradacdo da membrana basal ao redor dos vasos pré-existentes, o que
permite a migracdo de células endoteliais e, consequentemente, a formacao de
novos vasos (DESHPANDE et al., 2010; VERBRIDGE et al., 2010).

No processo normal de angiogénese, 0s novos vasos formados se tornam maduros
e se estabilizam rapidamente (CARMELIET e JAIN, 2000). Por outro lado, os vasos
sanguineos tumorais sao caracterizados por estruturas tortuosas e irregulares, além
de serem extremamente permedaveis devido a dilatacdo, a presenca de fenestras e a
falta de membrana basal (JAIN et al.,, 2002). O aumento na permeabilidade nao é

acompanhado pelo aumento na drenagem pelos vasos linfaticos. Assim, vasos
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tumorais angiogénicos permitem a passagem de macromoléculas da circulagéo para
0 intersticio tumoral e, uma vez no intersticio, essas macromoléculas ficam retidas
na regido do tumor por falta de drenagem linfatica intratumoral, sendo um fator
importante para explicar a distribuicdo de farmacos antitumorais e agentes de
diagnoéstico para o microambiente do tumor (RUOSLAHTI, 2002; MUNN, 2003;
GOSH et al., 2008).

1.1.3 Super-expressao de receptores

Diversos processos fisioldégicos tornam-se exacerbados quando uma célula sofre
malignizacdo e podem ser usados para distinguir o tecido normal do canceroso (de
BARROS et al.,, 2010). Por exemplo, uma célula normal pode expressar na
superficie externa de sua membrana citoplasmética uma série de receptores de
moléculas enddgenas. Quando essa célula torna-se cancerosa, ha um aumento na
expressdo desses receptores na superficie celular (SCHOTTELIUS e WESTER,
2009). Uma variedade de receptores foi identificada em maior proporcédo em tecidos
tumorais, especialmente receptores de peptideos, como demonstrado a seguir
(Tabela 1).

Tabela 1 - Principais receptores de peptideos super-expressos em células tumorais
humanas (adaptado de SCHOTTELIUS e WESTER, 2009).

TUMORES COM SUPER-
EXPRESSAO DE RECEPTORES

RECEPTORES

Trato gastrointestinal, cérebro,
pulméo, mama, rim, sistema
linfatico.

Receptor de Somatostatina subtipo 2
(sstz)

Cérebro, ovéario, mama, pele,

avB3-Integrina pulmo.

Receptor de Colecistocinina-B/Gastrina

(CCK-B) Tireoide, pulméo, cérebro, ovario.

Receptor do Peptideo Liberador de Gastrina

(GRPr) Prostata, mama, pulmao.

/continua
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Tabela 1 (Conclus&o)

Receptor de Melanocortina-1
(MC1r)

Pele.

Receptor do Peptideo Intestinal Vasoativo
(VPAC1)

Mama, ovério, endomeétrio,
préstata, bexiga, colon, esofago,
cérebro.

Receptor de Neurotensina
(NTT)

Pancreas, 0sso, cérebro, mama,
colon.

Receptor do Peptideo Tipo-Glucagon 1
(GLP-1)

Pancreas, ovario, préstata,
cérebro, tiredide, adrenal.

Receptor do Neuropeptideo Y
(Y1/Y2)

Mama, ovario, adrenal, cérebro,
rim, trato gastrointestinal, 0sso.

Receptor de Quimiocina
(CXCr4)

Sistema Linfatico, mama, prostata,
pulmé&o.

Receptor do Horménio Liberador de
Gonadotropina
(GnRHr)

Ovério, endométrio, prostata,
mama.

A super-expressdo de receptores de peptideos em células cancerosas, quando

comparada a expressao enddgena, permite a diferenciacdo entre os tecidos sadio e

tumoral. Assim, esses receptores podem ser utilizados como alvo para agentes
terapéuticos e/ou de diagnostico (REUBI et al., 2002; KORNER et al., 2007; FERRO-
FLORES et al., 2010; HAUBNER e DECRISTOFORO, 2011).

1.2 Cancer de préstata

A prostata € uma glandula pequena localizada na porcao inferior do abdémen, logo

abaixo da bexiga e a frente do reto (Figura 1). Ela envolve a porc¢éo inicial da uretra,

tubo pelo qual a urina armazenada na bexiga é eliminada, e produz parte do sémen,

liguido espesso que contém os espermatozoides, liberado durante o ato sexual.
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Figura 1 — Representagdo esquematica da porgao inferior do abdémen, mostrando a
localizacdo da préstata.

O carcinoma de prostata tem acentuada relevancia, pois € o 2° tipo de cancer mais
prevalente entre os homens no mundo, sendo inferior apenas ao tumor pulmonar.
Em 2008, foram registrados 899.102 novos casos da doenca, segundo dados
mundiais, representando 13,6% dos casos de cancer entre os homens naquele ano
(FERLAY, 2010).

No Brasil, o cancer de prostata também esta em 2° lugar entre os tumores que
afetam a populacdo masculina, atrds apenas do cancer de pele ndo melanoma. As
estimativas para 2012 apontam cerca de 60.180 novos casos de carcinoma de
préstata no pais, o que corresponderia a uma taxa bruta de incidéncia da doenca de
62,54 casos / 100.000 homens (INCA/MS, 2011).

O carcinoma de prostata € considerado o cancer da 32 idade, visto que 75% dos
casos no mundo ocorrem a partir dos 65 anos. Outros fatores de risco para o
desenvolvimento da doenca, além da idade, sdo dieta, etnia e predisposicdo
genética (PAUWELS et al.,1998; KAUR et al., 2006; VERMA et al., 2011).
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O cancer de prostata comporta-se, inicialmente, como um tumor dependente de
andrégenos, como testosterona e 5a-dihidrotestosterona. Assim, sofre regresséo
clinica em resposta a tratamentos farmacoldgicos ou cirirgicos que causam reducao
nos niveis plasmaticos de tais horménios. Entretanto, a maioria desses tumores
sofre alteracBes que os convertem de um estado dependente de andrégenos para
uma forma refrataria a esses hormdénios. Com isso, tais terapias se tornam
ineficazes (JUARRANZ et al., 2001; LO et al., 2007; NABHAN et al., 2011; VERMA
et al.,, 2011). As bases moleculares para a progressdo do tumor de préstata para
uma forma independente de andrégenos ainda é pouco conhecida. Porém, sabe-se
que os receptores de androgenos podem ser ativados indiretamente por substancias
cujos receptores de membrana acoplados a proteina G sdo expressos nas células

tumorais de prostata (XIE et al., 2007).

As células normais da préstata expressam, na superficie externa de sua membrana
citoplasmatica, diversos receptores de peptideos, cujas expressdes encontram-se
exacerbadas nas células tumorais da prostata. Como exemplos desses receptores,
podem-se citar os receptores do peptideo liberador de gastrina (GRP), do peptideo
intestinal vasoativo (VIP) e da somatostatina (JUARRANZ et al., 2001; WEINER e
THAKUR, 2002; SCHOTTELIUS e WESTER, 2009). Assim como em outros tipos de
tumores, essa diferenca na expressao de receptores de peptideos, entre as células
prostaticas normais e cancerosas, permite a diferenciacdo entre os tecidos sadio e
tumoral, podendo funcionar como alvos para agentes terapéuticos e/ou de

diagndstico.

1.2.1 Diagnéstico

Os atuais métodos utilizados para o diagnéstico do cancer de préstata sao o toque
retal, a dosagem do antigeno prostatico especifico (PSA) e a bidpsia (INCA/MS,
2002; de VISSCHERE et al., 2010; VERMA et al., 2011).

O toque retal € o exame mais utilizado e tem como objetivo avaliar a forma, a
simetria, a firmeza e a nodularidade da glandula, além de detectar pristatas
grosseiramente alargadas (de VISSCHERE et al., 2010). Entretanto, esse

procedimento avalia apenas as por¢cdes posterior e lateral da prostata,
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negligenciando 40 a 50% dos tumores. Dessa forma, apresenta uma sensibilidade
de apenas 55 a 68% e um valor preditivo positivo em torno de 25 a 28% (INCA/MS,
2002).

A dosagem do PSA € um exame que deve ser associado ao toque retal. O nivel de 4
ng/ml é aceito como valor limite normal. Quando a dosagem do PSA est4 acima de
10 ng/ml, ha indicacéo formal para bidpsia. Para niveis do PSA entre 4 e 10 ng/ml,
deve-se também acompanhar periodicamente a evolucdo desses niveis e levar em
consideracao a relagdo PSA livre/total. Porém, h& questionamentos sobre o ponto de
corte ideal e clinicamente significativo dos niveis do PSA, uma vez que as células
epiteliais da prostata, além das células cancerosas, também o produzem. Dessa
forma, os niveis do PSA podem aumentar em casos benignos, como prostatite e
hiperplasia benigna prostatica, e em processos fisioldgicos normais, como a
ejaculacao (INCA/MS, 2002; de VISSCHERE et al., 2010). Além disso, sabe-se que
alguns tumores nao alteram os niveis do PSA e que niveis desse antigeno ndo estao
correlacionados com a invasao de linfonodos, ou seja, metastases. Com isso, o valor
preditivo positivo para esse método, no homem assintomético, é de apenas 28 a
35% (ETZIONI et al.,, 2002; ZHANG et al.,, 2008; SALAGIERSKI e SCHALKEN,
2010).

O diagndstico conclusivo do cancer de prostata € realizado pelo estudo
histopatolégico do tecido obtido pela biépsia da glandula, que deve ser considerada
sempre que achados anormais forem obtidos no toque retal ou na dosagem do PSA.
Porém, € um procedimento bastante invasivo e, em funcao das falhas do toque retal
e da dosagem do PSA, muitos pacientes sdo submetidos a biopsia
desnecessariamente (SALAGIERSKI e SCHALKEN, 2010). Para orientar a biopsia
da préstata, € indicada a ultrassonografia pélvica (ou prostatica transretal, se
disponivel), que também pode ser Uutil na determinacdo do volume prostatico e na
avaliacdo da extenséo local da doenca (INCA/MS, 2002; de VISSCHERE et al.,
2010).

O relatério anatomopatoldgico deve fornecer a graduacgéo histolégica do sistema de
Gleason, cujo objetivo é dar informacdes sobre o estadiamento do carcinoma de

prostata, como a provavel taxa de crescimento do tumor e a sua tendéncia a
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disseminagdo, além de ajudar na determinagcdo do melhor tratamento para o
paciente (INCA/MS, 2002). Para tanto, a pontuacao obtida na escala de Gleason
precisa ser combinada ao exame fisico e a dosagem do PSA. Porém, a escala
Gleason ndo é capaz de prever a invasao de linfonodos, que é o caminho padrao
para a disseminacédo de tumores (SCOPINARO et al., 2003).

1.2.2 Pesquisa de metastases

A busca por metastases € indicada para todo paciente portador de céncer de
prostata com nivel do PSA maior que 20 ng/ml ou dosagem do PSA entre 10 e 20

ng/ml e graduacao histolégica de Gleason maior que 7 (INCA/MS, 2002).

A pesquisa de metastases linfonodais & feita por meio da ultrassonografia, da
tomografia computadorizada (TC) ou da ressonancia nuclear magnética (RNM). A
busca pelo carcinoma de prostata metastatico também pode ser realizada por meio
da cintilografia (INCA/MS, 2002). O radiofarmaco **"Tc-MDP é um difosfonato
(metileno difosfonato) complexado com o radiois6topo tecnécio-99m (**"Tc) e
apresenta afinidade pelo tecido 6sseo, sendo usado, portanto, para a deteccdo de
metéstases nesse tecido. A cintilografia 6ssea com *™Tc-MDP é bastante sensivel,
mas apresenta baixa especificidade (THRALL e ZIESSMAN, 2003). Recentemente,
imagens de tomografia por emissdo de pdsitron associada a tomografia
computadorizada (PET/CT) utilizando o ®F-Fluoreto de sédio tém mostrado
resultados promissores na avaliagdo de metastase 6ssea em pacientes com cancer
de prostata. Esta técnica apresenta a combinacdo de melhores propriedades
farmacocinéticas do ‘°F-Fluoreto em relacdo ao “™Tc-MDP, como clareamento
sanguineo mais rapido e captacdo 6ssea duas vezes maior, com resolucao superior
do PET em relacdo a cintilografia, além da correlacdo morfolégica devido a TC.
Embora seja mais sensivel que a cintilografia 6ssea com **"Tc-MDP, a técnica de
PET/CT utilizando ®F-Fluoreto apresenta um custo muito elevado, limitando seu
emprego. Entretanto, o PET/CT com ®F-Fluoreto possui a potencialidade de
substituir a pesquisa convencional de metastase 6ssea por meio da cintilografia com
9MTc-MDP nos préximos anos (BEHESHTI et al., 2009; SNM, 2011). Outro
radiofarmaco que pode ser empregado na avaliacdo de metastase 6ssea em

pacientes com cancer de préstata é o ProstaScint (***In-Capromab Pendetide). Este
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€ um anticorpo monoclonal contra o antigeno de membrana especifico da prostata
(PSMA). As células metastéticas de cancer de prostata apresentam uma marcante
super-expressédo do PSMA (EMONDS et al., 2009; SCHROEDER et al., 2009).

1.2.3 Novos estudos

Como exposto anteriormente, os atuais métodos de diagnostico do cancer de
préostata sdo relativamente pouco sensiveis e incapazes de identificar a doenca com
precocidade (VERMA et al., 2011), resultando muitas vezes em diagndstico tardio
com presenca de metastase, o que reduz as chances de cura dos pacientes. Além
disso, o diagndstico conclusivo do carcinoma de prostata pode ser obtido apenas

pela biopsia da glandula, que é um método bastante invasivo.

Tendo em vista essas dificuldades, h4 uma busca por métodos capazes de realizar o
diagnéstico do cancer de prostata com precocidade e precisdo, visto que isso
podera contribuir para aumentar a sobrevida dos pacientes (THAKUR et al., 1997),
pois quanto mais inicialmente a doenca for diagnosticada, maiores serdo as chances
de cura dos pacientes, além de permitir um tratamento menos agressivo e mutilante.
Além disso, a deteccao precoce do tumor de prostata poderia reduzir os altos custos
decorrentes do tratamento do céncer em estadios avancados ou da doenca
metastatica (INCA/MS, 2002).

1.2.3.1 Linhagens celulares

Diversas linhagens de células sao utilizadas para a pesquisa de novos agentes
terapéuticos e/ou de diagndstico para o cancer de préstata, sendo que a maioria
desses estudos utiliza trés tipos de linhagens celulares humanas principais:
linhagens PC3, DU145 e LNCaP (EMONDS et al., 2009; YU et al., 2009).

As células PC3 e DU145 foram isoladas de metastases Ossea e cerebral,
respectivamente. Ambas séo independentes de andrégenos e estdo associadas com
taxas de proliferacéo relativamente altas (EMONDS et al., 2009; YU et al., 2009).
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Por outro lado, as células LNCaP sao derivadas de metastase de linfonodo e séo
dependentes de andrégenos (EMONDS et al., 2009; YU et al., 2009). Essa linhagem
celular apresenta a capacidade de se desenvolver facilmente em culturas de tecidos
(HOROSZEWICZ et al., 1983; GRIGORIEV et al., 2000). As células LNCaP séao
bastante utilizadas, pois mimetizam bem o cancer de prostata, visto que, em estagio
inicial, apresentam-se sensiveis aos andrégenos, porém tem a capacidade de se
converterem, tanto in vivo como in vitro, em células independentes de andrégenos,
como acontece com a doenca no homem (ULRIX et al., 1999; BREVINI-GANDOLFI
et al., 2001; XIE et al., 2007).

1.2.3.2 Modelos animais

Os modelos animais sao extremamente importantes para o bom desenvolvimento de
métodos de diagndstico e de terapia, visto que os estudos em humanos apresentam
sérias limitacdes, como custo elevado, tempo prolongado e restricdes éticas, e 0s
ensaios bioquimicos e celulares muitas vezes néo refletem as condigdes in vivo
(TALMADGE et al., 2007).

Os dados obtidos em estudos in vivo podem diferir, dependendo da espécie animal
utilizada e, até mesmo, do sexo da cobaia. Além disso, os modelos animais néao
representam exatamente a realidade no ser humano. Assim, as limitacfes gerais
associadas ao uso de cobaias sdo inevitaveis. Entretanto, a escolha adequada do
modelo animal utilizado e a analise criteriosa dos resultados obtidos podem fornecer
informacBes bastante relevantes sobre um possivel novo agente terapéutico ou de
diagnéstico (SCHOTTELIUS e WESTER, 2009).

Assim, nos estudos sobre o cancer de préstata, bem como em toda a oncologia
experimental, uma variedade de modelos animais tem sido testada, com o intuito de
representar a doenca de forma mais fidedigna ao que ocorre no ser humano. Esses

modelos podem ser classificados de acordo com muitos aspectos (Figura 2).
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Figura 2 — Classificagdo dos modelos animais empregados na oncologia experimental
(adaptado de NI et al., 2009).

O céancer pode ser desenvolvido em um modelo animal de forma alografica, quando
o tumor induzido é proveniente da propria espécie animal utilizada, ou de forma
xenografica, quando o tumor induzido € proveniente de uma espécie diferente, como
€ 0 caso dos tumores sélidos de origem humana transplantados em animais. Neste
caso, 0 tumor pode se desenvolver somente em animais imunocomprometidos.
Camundongos nude (deficientes em células T) e camundongos imunodeficientes
severos (SCID — deficientes em células T e B) sdo exemplos desses modelos de
animais imunossuprimidos empregados para o estudo de tumores de origem
humana. Esses animais demandam cuidados especiais nas condigbes
experimentais, como gaiolas estéreis com maravalha, comida e agua autoclavadas,
uma vez que devem ser mantidos em ambiente livre de patdogenos. No entanto,
esses modelos sdo os mais utilizados atualmente para o desenvolvimento de tumor
na oncologia experimental (PETERSON e HOGHTON, 2004; TALMADGE et al.,
2007; NI et al., 2009).
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Outro ponto relevante sobre a indugdo do cancer em modelo animal relaciona-se ao
sitio do implante, que pode ser ortotopico ou ectopico. No primeiro caso, as células
cancerosas sdo implantadas no 6rgao correspondente, ou seja, no caso do cancer
de proéstata, as células tumorais sdo inoculadas na prostata do animal. O implante
ortotépico, entretanto, apresenta algumas desvantagens, como a necessidade de
um dominio apurado da técnica e a impossibilidade de acompanhar o
desenvolvimento do tumor. J& o implante ectopico consiste na inducao do tumor em
um sitio diferente ao 6rgdo correspondente, como a inoculacdo subcutanea. Essa
modalidade, além de ser menos invasiva e mais facil, permite o monitoramento do
tamanho do tumor e o acompanhamento do seu desenvolvimento in vivo (EMONDS
et al., 2009).

1.3 Medicina nuclear

A medicina nuclear é uma especialidade médica em que se empregam
radionuclideos ou radioisotopos para fins de radioterapia ou de diagnostico. Este é
obtido por meio da imagem do corpo que, por sua vez, se deve a captacdo da
radioatividade emitida pelo radionuclideo utilizado (THRALL e ZIESSMAN, 2003).
Dentre as técnicas empregadas para a obtencdo das imagens destacam-se a
tomografia por emissdo de positron associada a tomografia computadorizada
(PET/CT) e a tomografia computadorizada por emissdo de féton uUnico (SPECT),
também conhecida por cintilografia (ECKLEMAN et al., 2008; FERRO-FLORES et

al., 2010).

Se o radioisétopo apresenta afinidade por algum 6rgéo ou tecido, como é o caso do
iodo-131 (**Y1), que apresenta afinidade pela tire6ide, ndo ha necessidade de
associa-lo a nenhuma molécula. Entretanto, se o radionuclideo ndo apresenta
afinidade por nenhuma parte do corpo, é preciso combina-lo a um composto que o
direcione para um alvo especifico. A maioria dos radioisotopos utilizados em
medicina nuclear encontra-se associada a um componente quimico, sendo
conhecido como radiofarmaco (SAHA, 2004; THRALL e ZIESSMAN, 2003).
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Os radionuclideos e os radiofarmacos sao administrados, em sua maioria, por via
intravenosa e se distribuem pelo organismo, alcancando os érgaos ou tecidos pelos
quais possuem afinidade. Uma vez em seu alvo, os radioisétopos e o0s
radiofarmacos nao interferem na fisiologia/bioquimica das células e apresentam a
habilidade de seguir um determinado processo sem altera-lo. Por esse motivo,
radionuclideos e radiofarmacos sao conhecidos como radiotragadores (THRALL e
ZIESSMAN, 2003).

As imagens em medicina nuclear sdo baseadas em alteracfes fisiologicas e
bioguimicas do 6rgdo ou tecido em analise, sendo definidas como visualizacgéo,
caracterizacdo e medida de processos biolégicos a niveis molecular e celular
(THAKUR e LENTLE, 2005; MANKOFF, 2007; SANTOS-CUEVAS et al., 2009).
Portanto, o diagnostico é obtido com bastante precocidade, detectando-se a doenca
em sua fase inicial. Por outro lado, as técnicas convencionais de imagem, como a
ultrassonografia, a TC, a RNM e o exame de raios-x, muitas vezes necessitam de
alteracdes anatdbmicas e morfolégicas do 6rgdo em estudo e, consequentemente,
detectam a doenca em estadios mais adiantados (EMONDS et al.,, 2009; de
BARROS et al., 2010; FERRO-FLORES et al., 2010).

Dessa forma, a medicina nuclear propicia um meio de diagnéstico ndo invasivo e
capaz de detectar tumores em estagios iniciais, aumentando as chances de cura dos
pacientes (CONTI et al., 1996; THAKUR et al., 1997). Na oncologia clinica, além da
deteccdo, as imagens auxiliam na localizacdo, na caracterizagcdo e no estadiamento
das lesbes nos pacientes com cancer, direcionando intervencdes terapéuticas e
dando respostas sobre a evolucdo do tratamento e do prognéstico. Além disso,
devido a sua maior acurdcia, essas imagens podem auxiliar na deteccdo da
recorréncia da doenca. Desta forma, atualmente € dificil imaginar avancos na
oncologia sem a contribuicdo de imagens bioquimicas e moleculares (de BARROS
et al., 2010; BEER, et al., 2011; HIGGINS e POMPER, 2011).

Ha uma grande variedade de radionuclideos empregados em medicina nuclear,
como iodo-131 (**41), indio-111 (**In), talio-201 (*°*TI), fltor-18 (*®F), tecnécio-99m
(**™Tc), galio-67 (°’Ga), dentre outros (SAHA, 2004).



33

1.3.1 Tecnécio-99m

O tecnécio-99m (**™Tc) é o radionuclideo mais utilizado em medicina nuclear, visto
que apresenta propriedades fisicas e quimicas ideais para um radiois6topo. Sua
meia-vida fisica é de 6,01 horas, suficiente para os processos de radiomarcacédo e
de obtencdo da imagem, mas sem expor 0 paciente por tempo prolongado a
radiacdo. E um emissor gama puro, ou seja, ndo emite radiacdo na forma de
particulas, e seus fotons apresentam baixa energia, igual a 140 keV. Tais
caracteristicas contribuem para niveis reduzidos de exposicdo do paciente a
radiacdo. Além disso, o **"Tc apresenta um custo relativamente baixo e uma
elevada disponibilidade a partir do gerador de Molibdénio-99/Tecnécio-99m
(JURISSON et al., 1993; JONES, 1995; MARQUES et al., 2001; YANG et al., 2003;
de BARROS et al., 2010).

O gerador de Molibdénio-99/Tecnécio-99m (**Mo/*°™Tc) consiste em uma coluna de
vidro contendo no seu interior alumina, onde o **Mo, denominado radionuclideo pai,
encontra-se fortemente adsorvido. Ao se desintegrar, emitindo uma particula -, o
%Mo sofre transmutacdo e da origem ao **"Tc, radionuclideo filho. Este ndo possui
afinidade pela resina de alumina e seus &tomos sédo eluidos do gerador com solugéo
de cloreto de sédio 0,9%, na forma de pertecnetato de sédio (Na®™TcO,). Nessa
forma, os atomos de *°™Tc encontram-se com o estado de oxidacdo +7
(DEWANUJEE, 1990; SAHA, 2004).

O tecnécio é um metal de transicao da familia VII B e possui nimero atdbmico igual a
43, podendo existir em oito estados de oxidacdo (-1 a +7). A estabilidade desses
estados de oxidacdo depende do tipo de ligacdo e do ambiente quimico. Os estados
+4 e +7 sdo 0s mais estaveis e sao representados em o6xidos, sulfetos, haletos e
pertecnetatos (DEWANJEE, 1990; SAHA, 2004).

Como descrito anteriormente, o **"Tc é obtido do gerador de **Mo/**™Tc na forma de
fon pertecnetato (**™TcOy) e apresenta estado de oxidacéo igual a +7. Nesse estado
de oxidacdo, o *™Tc é uma espécie ndo reativa e incapaz de se ligar a qualquer
composto. Ja o *"Tc reduzido é uma espécie quimicamente reativa e combina-se

com uma grande variedade de grupos doadores de elétrons, como aminas, amidas,
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tidis e fosfatos, formando uma ligacdo covalente coordenada. Portanto, € necessario
reduzir o estado de oxidacdo do *™Tc. Para tanto, sdo empregados agentes
redutores no processo de radiomarcacao, sendo o cloreto de estanho Il dihidratado
(SnCl; - 2H,0) 0 mais comumente usado na preparacdo de compostos ligados ao
9MTc (NOWOTNIK, 1990; SAHA, 2004).

1.3.2 Marcadores especificos

Em oncologia, a medicina nuclear atua em duas direcbes, os procedimentos
denominados Catch-all e os procedimentos Catch-one (BRITTON e GRANOWSKA,
2002).

Nos procedimentos Catch-all h4 elevada sensibilidade, mas a técnica ndo é
especifica (BRITTON e GRANOWSKA, 2002). Como exemplo pode-se citar a
cintilografia 6éssea, empregando como radiofarmaco o %*"Tc-MDP. Esse
radiotracador acumula-se em qualquer parte do tecido 6sseo onde haja alguma
alteracdo, como metéastase, inflamacado, granuloma e infeccdo. A cintilografia 6ssea
€ altamente sensivel, mas sua especificidade depende do contexto clinico. Por
exemplo, o acimulo do *™Tc-MDP em alguma regido do osso de um paciente com
diagnéstico confirmado de cancer de prostata e que se queixa de dor Ossea é
altamente sugestivo de metastase nesse tecido (THRALL e ZIESSMAN, 2003).

Ja nos procedimentos Catch-one, o radiotracador € elaborado de forma especifica
para o processo da doenca, sem perder em sensibilidade (BRITTON e
GRANOWSKA, 2002). Nesse caso, para a marcacao de tumores, muitas alternativas
podem ser utilizadas. O fllor-18-desoxiglicose (**FDG), que é um marcador do
metabolismo da glicose, e o flior-18-L-timidina, que € um marcador da sintese de
DNA, podem ser empregados, visto que ambos 0s processos encontram-se
aumentados nas células tumorais. Ha ainda marcadores da progresséo tumoral, que
normalmente ndo ocorrem nos tecidos normais, como os fatores envolvidos na
angiogénese e na hipodxia (COOK, 2003). Aléem desses marcadores, podem ser
utilizados pequenas moléculas, peptideos, proteinas e anticorpos radiomarcados,
visto que, como discutido anteriormente, ha uma exacerbacdo na expressdo de

receptores para esses compostos nas ceélulas cancerosas, quando comparada com
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a expressao fisiologica nas células normais (EMONDS et al., 2009; SCHOTTELIUS
e WESTER, 2009).

1.3.3 Peptideos

Dentre os agentes de imagem tumoral que se baseiam na super-expressao de
receptores na superficie das células cancerosas, 0s peptideos apresentam maior
aceitacdo, visto que possuem melhores caracteristicas, especialmente quando
comparados aos anticorpos. Estes sdo substancias de alto peso molecular, o que
dificulta sua perfusdo pelo tecido tumoral, apresentando elevados niveis na
circulacdo sanguinea e prejudicando a visualizacdo do tumor. Além disso, muitos
anticorpos tem o potencial de produzir reacfes imunolégicas. Por outro lado, os
peptideos possuem baixo peso molecular (até 50 aminoacidos), 0 que proporciona
uma penetracdo facilitada no tecido tumoral e uma depuragdo sanguinea mais
rapida. Outra caracteristica importante dos peptideos é a baixa antigenicidade. Por
fim, os peptideos apresentam estabilidade metabdlica e tolerancia a modificacdes
em sua estrutura, resultantes do processo de radiomarcacdo (WEINER e THAKUR,
2002; SCHOTTELIUS e WESTER, 2009; HAUBNER e DECRISTOFORO, 2011).

Nos ultimos anos, muitos receptores para peptideos tém sido identificados em maior
propor¢cdo em tecidos tumorais (WEINER e THAKUR, 2002). Assim, peptideos
radiomarcados podem fornecer compostos que apresentem aplicacbes para a
terapia e/ou o diagnostico de diversos tumores (DURKAN et al., 2007). Alguns
peptideos cujos receptores encontram-se super-expressos em tumores estdo

representados a seguir (Tabela 2).

Tabela 2 - Principais peptideos, suas principais funcées e tecidos tumorais com maior
expressado de receptores para esses peptideos (adaptado de WEINER e THAKUR, 2002).

. ~ TUMORES COM MAIOR
PEPTIDEO FUNGOES EXPRESSAO DE RECEPTORES
, Contracao do trato Glioblastoma e tumores de prostata,
Bombesina ! s " , -
gastrointestinal. mama, estbmago, célon e pancreas.

/continua
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Tabela 2 (Conclus&o)

Contracédo da
Colecistocinina B vesicula biliar e

Tumores gastrointestinais, ovarianos e

~ L. tireoidianos.
secrecdo de acido.
Inibic&o da liberagao
Somatostatina de fatores de Tumores neuroenddcrinos.
crescimento.
Peptideo Vasodilatacéo e ~ A
; ~ Tumores de pulméo, pancreas,
Intestinal promogéao do . : o
. X prostata, bexiga e ovario.
Vasoativo crescimento.
A Vasodilatacao e Tumores gliais, tireoidianos e de
Substancia P ~
neuro-modulacéo. mama.

Regulacao de
Neurotensina funcdes de
crescimento.

Meningiomas e tumores de prostata,
pancreas, pulméo e colon.

No caso especifico do cancer de prostata, as células tumorais apresentam
expressdo aumentada de receptores de bombesina, de peptideo intestinal vasoativo
(VIP) e de neurotensina, como observado na tabela 2. Esses peptideos e seus
analogos estdo sendo exaustivamente estudados com o intuito de se obter novos
radiofarmacos capazes de promover um diagnoéstico seguro e precoce da doenca
(THAKUR et al., 1997; GARRISON et al., 2007; KOTHARI et al., 2007; ZHANG et al.,
2007; LANE et al., 2008; EMONDS et al., 2009).

Desde o inicio dos estudos de radiotracadores peptidicos para a visualizacdo de
tumores, no final da década de 1980, poucos passaram dos estudos pré-clinicos
para os ensaios clinicos. H& apenas um radiopeptideo disponivel na clinica, o **!In-
Octreoscan. Este é um analogo da somatostatina marcado com ***In aprovado pelo
FDA para a visualizacao de tumores neuroenddécrinos (SCHOTTELIUS e WESTER,

2009).

1.3.3.1 Bombesina

A bombesina (BBN), um neuropeptideo formado por 14 aminoacidos, foi isolada da
pele do sapo Bombina bombina e é analoga ao GRP (Figura 3). Suas atividades

farmacoldgicas incluem a estimulacéo da liberacdo de hormdnios, como gastrina e
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somatostatina, e da contracdo do musculo liso do estbmago e do intestino. Além
disso, os receptores de BBN, expressos em células cancerosas, apresentam efeitos
mitogénicos e estimulam a proliferacdo tumoral, quando ativados por seu agonista
(LANGER e BECK-SICKINGER, 2001; FERRO-FLORES et al., 2010; MANSI et al.,
2011).

Peptideo Liberador de Gastrina (GRP)

Ala-Pro-Val-Ser-Val-Gly-Gly-Thr-Val-Leu-Ala-Lys-Met-Try-Pro-Arg-
@y-Asn-His-)Trp-AIa-Val-GIy-His-Leu-Met-NH)

~—
porcéo C terminal

Bombesina (BBN)

pGlu-GIn-Arg-Leu-
@y-Asn-GIn-)Trp-AIa—VaI-GIy-His-Leu-Met-NB

~—
porcéo C terminal

Figura 3 - Sequéncia de aminoacidos do peptideo liberador de gastrina e da bombesina
(adaptado de SCHROEDER et al., 2009).

Ha quatro subtipos de receptores de BBN, o receptor de neuromedina B (BB1), o
receptor do peptideo liberador de gastrina (BB2 ou GRPr), o receptor 6rfédo (BB3) e o
receptor anfibio (BB4). Todos séo receptores acoplados a proteina G, sendo os trés
primeiros encontrados em mamiferos e o BB4 encontrado apenas em anfibios
(REUBI et al., 2002; SCHROEDER, et al., 2010). O cancer de prostata, assim como
o de pulméo, colon, pancreas e mama, apresenta expressdo exacerbada desses
receptores, especialmente do subtipo BB2 ou GRPr (FLEISCHMANN et al., 2007; de
BARROS et al., 2011; LEARS et al., 2011). No caso especifico da prostata, ha baixa
expressdo desses receptores no tecido sadio e na hiperplasia benigna prostatica
(SCHROEDER et al.,, 2011). Assim, os GRPr's sédo potenciais alvos para o

diagnéstico e a terapia do cancer de préstata.

Alguns estudos tém utilizado a BBN radiomarcada com o intuito de identificar
tumores, empregando a sequéncia completa do peptideo ou uma sequéncia

truncada, contendo os oito aminoacidos da porg¢édo C terminal (BBN.14)), uma vez
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que essa sequéncia de aminoacidos € necessaria para a manutencdo da afinidade
pelo sitio de ligacdo no receptor. Além disso, a retirada dos seis aminoacidos da
porcdo N terminal da BBN aumenta sua meia-vida biolégica (SCHROEDER et al.,
2009; de BARROS et al., 2010). Como resultado, hd uma elevacdo no tempo de
circulacdo do peptideo, favorecendo seu acumulo no sitio tumoral. Também é na
porcdo N terminal que um agente quelante para o radionuclideo desejado é
acoplado (FAINTUCH et al., 2008; ACCARDO et al., 2010; de BARROS et al., 2010).

Estudos com analogos de BBN radiomarcados mostraram que os agonistas foram
internalizados pelas células que expressam os receptores para esse peptideo. Ja os
antagonistas ndo apresentaram essa caracteristica. Assim, 0s agonistas sdo mais
adequados para 0 uso como agentes de diagnéstico (BREEMAN et al., 1999;
FAINTUCH et al., 2008; MANSI et al., 2011).

Atualmente, nenhum analogo de BBN radiomarcado esta disponivel na clinica.
Todos se encontram nos estagios pré-clinico e clinico de seu desenvolvimento
(SCHOTTELIUS e WESTER, 2009). No caso especifico do cancer de préstata, os
analogos de BBN tém apresentado bons resultados nos estudos in vitro e in vivo
(SCHOTTELIUS e WESTER, 2009; SANCHO et al., 2011). Nos ensaios clinicos, os
resultados também sédo promissores. Entretanto, o nimero de estudos € pequeno,
assim como o numero de pacientes investigados. Assim, ensaios clinicos mais
abrangentes sdo necessarios para avaliar a real potencialidade dos anéalogos de
BBN radiomarcados em detectar o tumor de prostata em seres humanos (SANCHO
et al., 2011).

1.3.3.2 Radiomarcacao de peptideos

Os dois radionuclideos mais utilizados para a marcacéo de peptideos sdo o *™Tc e
o0 11n. Este apresenta meia-vida fisica de 67 horas e, como € produzido em
ciclotron, possui baixa disponibilidade e alto custo. Por outro lado, como descrito
anteriormente, o ®™Tc apresenta caracteristicas ideias para um radioisétopo, como
tempo de meia-vida de 6,01 horas, emissdo gama de baixa energia (140 keV), custo
relativamente baixo e elevada disponibilidade a partir do gerador de **Mo/**"Tc.

Portanto, os peptideos radiomarcados com esse radionuclideo sdo considerados
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ideais para a realizacdo de diagnostico por meio de imagens cintilogréficas. As
caracteristicas dos peptideos, como rapida depuracdo sanguinea e facilitada perfuséo
pelos tecidos, aliadas as qualidades do **™Tc propiciam adequada relacdo alvo/ndo
alvo para o tecido em analise, resultando em imagens de boa qualidade (LANGER e
BECK-SICKINGER, 2001).

A radiomarcacéao de peptideos pode ser realizada de trés maneiras. A primeira delas é
a marcacao direta, em que o isotopo radioativo liga-se diretamente ao peptideo, sendo
uma técnica simples e de facil realizacdo. Porém, esse processo é limitado aos
peptideos que apresentam ligacdes dissulfeto (S-S), como a somatostatina. As outras
duas maneiras fazem uso de agentes quelantes, capazes de complexar com o
radioisotopo desejado. O agente quelante pode ser acoplado ao peptideo antes ou
apés sua complexacdo com o radionuclideo. O acoplamento do quelante com o
peptideo antes da radiomarcacdo é a técnica mais empregada, visto que apos a
formacéao e purificacdo do composto final (peptideo + agente quelante) procede-se a
marcacado com o radiois6topo de maneira mais simples e rapida (LANGER e BECK-
SICKINGER, 2001).

Os agentes quelantes para o *°"Tc exibem baixa taxa de dissociacdo do
radionuclideo e propiciam ao seu atomo um estado de oxidacdo desejado. Uma
grande variedade de quelantes tem sido desenvolvida para a radiomarcacdo com
®MTe,  como os triaminotiois (N3S), os diaminoditiois = (N»S,), o0
hexametilpropilenoaminoxima (HMPAO) e o &cido hidrazinonicotinico (HYNIC),
representados a seguir (Figura 4) (BLOK et al., 2004; GANDOMKAR et al., 2007; de
BARROS, 2010).
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Figura 4 - Estrutura dos agentes quelantes para o ®mre (JURISSON et al., 1993).

O HYNIC complexa-se com o **"Tc de maneira rapida e com bons rendimentos,
podendo ser acoplado a diversos tipos de moléculas, como proteinas, peptideos e
glicoproteinas (LAVERMAN et al., 1999; WELLING et al.,, 2004; BANERJEE et al.,
2005; KING et al., 2007). Devido ao seu carater monodentado, a complexacao do
HYNIC com o *™Tc é realizada na presenca de co-ligantes, como a tricina e o acido
etilenodiaminodiacético (EDDA), que estabilizam o metal, formando uma ligacédo
estavel (GANDOMKAR et al., 2007; MIRANDA-OLVERA et al., 2007; de BARROS et
al., 2010). A presenca de acido carboxilico, em uma de suas extremidades, faz do
HYNIC um agente quelante apto a reacdes de acoplamento com aminas e, portanto,
capaz de associar-se a extremidade nitrogenada de peptideos, formando o
complexo peptideo-agente quelante (GREENLAND et al., 2003; SURFRAZ et al.,
2007).

Para a radiomarcacdo da BBN, o HYNIC € um bom agente quelante. A reacdo de
seu grupo acido carboxilico com a extremidade nitrogenada da BBN né&o prejudica a
ligagdo do peptideo aos seus receptores. Esta ocorre pela extremidade C-terminal.
Ademais, pode-se adicionar um espacgador, entre 0 HYNIC e a BBN (sequéncia
completa ou truncada), para ndo comprometer a interacdo do peptideo com seu

receptor. Para tanto, pode ser utilizado o aminoacido beta-alanina (B-Ala). A
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marcagdo do complexo HYNIC-BAla-Bombesinaz.14 com atomos de **"Tc, na
presenca dos co-ligantes tricina e EDDA, encontra-se representada a seguir (Figura

5).
MNH
ch \\\
NH NH NH
\/\Hz J\NH \)LNH \)LNH
\ / J
2_ HYNIC p-Ala © B_
: 0 CH3
Bombesinaz.1)
gngc e O%N\/H\OH NHQ
v
- Tricina
- o)
o N N o
I S
OH o
EDDA

Figura 5 — Complexo peptidico gngc-HYNIC-BAIa—Bombesina(7_14) e seus coligantes (adaptado
de de BARROS et al., 2010).

Assim, a administracdo do complexo peptidico 99”‘Tc-HYNIC-[3AIa-Bombesina(7.14)
podera fornecer informacdes sobre a presenca de receptores para a BBN no

organismo.
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2 JUSTIFICATIVA

O cancer é uma doenca em que células se dividem descontroladamente e invadem
tecidos e orgdos, originando o tumor primario. Essas células podem espalhar-se
para outras partes do organismo, causando as metastases. Estas sdo a principal

causa de morte por cancer.

Dentre os diversos tipos de tumores, o carcinoma de prostata tem acentuada
relevancia, pois € um dos mais prevalentes entre os homens no mundo, sendo
inferior apenas ao tumor pulmonar. No Brasil, o carcinoma de prostata também € o
2° tipo de cancer mais frequente na populacdo masculina, sendo o primeiro o cancer
de pele ndo melanoma. Atualmente, o diagndstico do cancer de préstata é feito por
meio do toque retal e da dosagem do PSA. Entretanto, o valor preditivo positivo do
toque retal e da dosagem do PSA é relativamente baixo, detectando o cancer em
estadio mais avancado, muitas vezes com metastases ja estabelecidas, reduzindo
as chances de cura dos pacientes. Tendo em vista essas dificuldades, novos
métodos de diagndéstico estdo sendo investigados com o propédsito de identificar de

maneira precoce o tumor de préstata.

Nesse contexto, peptideos radiomarcados tém sido bastante estudados como
possiveis agentes de imagem tumoral, visto que ha uma super-expressao de
receptores para esses compostos nas células cancerosas, quando comparada com
a expressao nas células sadias. Dentre esses marcadores tumorais, destaca-se o
peptideo BBN para a deteccdo do cancer de prostata, ja& que ocorre uma super-
expressdo de receptores de BBN na superficie das células tumorais de prostata,
havendo baixa expressdo desses receptores no tecido sadio e na hiperplasia

benigna prostatica.

Com base no exposto, torna-se razoavel pensar na utilizacdo do complexo peptidico
9ngc-HYNIC-BAIa-Bombesina(7_14) para a identificacdo do céancer de préstata por
meio de imagens de bases moleculares que, devido as suas caracteristicas,

poderiam contribuir para o diagnostico precoce dessa doenca.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Avaliar a potencialidade do complexo peptidico 99mTc-HYNIC-BAIa—bombesina(7.14) na

identificacdo de tumor de préstata em modelo experimental.

3.2 Objetivos especificos

Marcar o complexo peptidico HYNIC-BAla-Bombesina.14y com atomos de

Avaliar a afinidade in vitro do **"Tc-HYNIC-BAla-bombesinag.14) pelas células
LNCaP;

Desenvolver um modelo experimental de tumor de préstata em camundongos
machos BALB/c nude, utilizando as células LNCaP, e avaliar o seu

desenvolvimento por meio de andlise histopatologica,

Avaliar a biodistribuicdo do 99’“TC-HYNIC-BAIa-Bombesina(7.14) apos sua
administracdo intravenosa em camundongos machos BALB/c normais
(sadios) e nude (com tumor de prostata em diferentes estagios de

desenvolvimento);

Obter imagens cintilograficas ap6s a administracéo intravenosa do **"Tc-
HYNIC-BAla-Bombesinaiz.14y €m camundongos machos BALB/c normais
(sadios) e nude (com tumor de prostata em diferentes estagios de

desenvolvimento).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

O complexo peptidico HYNIC-BAla-Bombesina.14) foi adquirido da GL Biochem
(China). O **™Tc foi obtido de um gerador de **Mo/**™Tc adquirido do Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares - IPEN (Brasil). Os demais reagentes para a

radiomarcacao foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Company (EUA).

As células LNCaP, o meio de cultura RPMI-1640 e o soro fetal bovino foram
adquiridos da American Type Culture Collection - ATCC (EUA). A tripsina foi
adquirida da Invitrogen (Brasil). O matrigel foi adquirido da Becton Dickinson

Company - BD (Brasil).

Os camundongos machos BALB/c nude e normais foram adquiridos do biotério da
Fundacdo de Apoio e Fomento a Inovacédo Tecnoldgica, a Pesquisa e ao Ensino do
IPEN (Brasil). Apos aquisicdo, os animais foram mantidos no biotério do Laboratorio
de Tecnologia Farmacéutica da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de
Minas Gerais (LTF/FAFAR/UFMG). Os camundongos nude, utilizados para o
desenvolvimento do modelo experimental de tumor de prostata (item 4.5), foram
mantidos em gaiolas com maravalha, agua e racao (sem restricao) autoclavadas, em
estantes com ar filtrado, controle de temperatura e ciclo claro-escuro (12:12). Os
camundongos normais, utilizados como controle sadio, foram mantidos em gaiolas
com maravalha, agua e racdo (sem restricdo) comuns, em estantes comuns. Todos
0s experimentos realizados em animais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG),
protocolo n® 34/2010 (Anexo A).

4.2 Cultivo e manutencao das células LNCaP

Para o cultivo e a manutencéo das células LNCaP foi utilizado o protocolo elaborado
pela ATCC (ATCC, 2004).
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As células humanas de tumor de préstata da linhagem LNCaP foram mantidas em
garrafas de cultivo celular contendo meio de cultura RPMI-1640 suplementado com
10% de soro fetal bovino e com 1% de antibiético (penicilina e estreptomicina). As

células foram incubadas em estufa a 37°C sob atmosfera de 5% de CO».

Para a realizagdo dos experimentos, retirou-se o meio de cultura da garrafa
contendo as células LNCaP e adicionou-se 2 mL de tripsina na mesma, colocando-a
na estufa (37°C e atmosfera de 5% de CO;) por 5 minutos, para promover o
desligamento das células de seu fundo. Em seguida, para inativar a tripsina,
acrescentou-se 4 mL do meio de cultura suplementado na garrafa de cultivo. Todo
seu conteudo foi transferido para um tubo falcon de 15 mL. Posteriormente, o
contetudo do tubo falcon foi submetido ao processo de centrifugacdo por 5 minutos,
sob 1200 rpm. Logo apés, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet
de células em 500 puL do meio de cultura suplementado. Por fim, foi determinada a
concentracdo celular por meio da contagem do numero de células nos quatro
guadrantes da camara de Neubauer em microscépio invertido, utilizando-se a

solucéo de azul de tripan 0,4% como corante (Figura 6).

Figura 6 - Esquema da contagem do nimero de células nos 4 quadrantes (circulos
maiores) da camara de Neubauer.
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As células mortas se apresentavam em azul, uma vez que o azul de tripan entra no
citoplasma, em fungdo do comprometimento da membrana. Estas ndo foram
contadas. Ja as células viaveis se apresentavam apenas com a membrana colorida
em azul. A concentracéo celular foi determinada por meio da formula representada a

sequir:

N° de células / mL = (contagem total / 4) x fator de diluicéo x 10*.

ApoGs a determinacdo da concentracdo celular, a suspensdo de células foi diluida
com meio de cultura suplementado de acordo com a poténcia celular necessaria
para o experimento em questdo: teste de afinidade do *°™Tc-HYNIC-BAla-
Bombesina.14y pelas células LNCaP (item 4.4) ou desenvolvimento do modelo

experimental de tumor de préstata (item 4.5).

4.3 Marcagao do complexo peptidico HYNIC-BAla-Bombesinag.14) cOm atomos

de ®"T¢

Para a radiomarcagdo do complexo peptidico HYNIC-BAla-Bombesinag.14y €
posterior determinagcdo do rendimento de radiomarcacdo foram utilizadas

metodologias propostas por FAINTUCH et al., 2008.

4.3.1 Radiomarcacdo para o teste de afinidade do °™Tc-HYNIC-BAla-
Bombesina.14) pelas células LNCaP

Em um frasco foram adicionados 5 mg de EDDA e 20 mg de tricina, solubilizando-os
em 0,5 mL de salina. Em seguida, foram adicionados 5 pug do complexo peptidico
HYNIC-BAla-Bombesina.14) € 10 pL de uma solugdo de SnCl, em HCI 0,25 N (1
mg/mL). Posteriormente, o pH foi ajustado para 7-8, utilizando-se uma solucéo
aquosa de NaOH 0,1 N (o volume acrescentado foi devidamente anotado). Entéo, o
frasco foi lacrado e foi feito vacuo no mesmo. A seguir, adicionou-se 0,37 MBq de
Na®"TcO, em salina, g.s.p 1,0 mL. A mistura reagente foi mantida em banho-maria
fervente (100°C) por 15 minutos e resfriada a temperatura ambiente. Por fim,

adicionou-se 428 L de salina no frasco, obtendo-se, ao final do processo de
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radiomarcag&o, a concentracdo de 0,3 nmol de **"Tc-HYNIC-BAla-Bombesina.1s
em 0,1 mL de solucéo.

4.3.2 Radiomarcacao para os estudos de biodistribuicdo e imagem em animais

O protocolo utilizado para a marcacdo do complexo peptidico HYNIC-BAla-
Bombesina(;.14y com *™Tc, para os estudos em animais, foi similar ao protocolo
descrito no item 4.3.1. As diferencas foram:
e Utilizou-se 10 pug do complexo peptidico HYNIC-BAla-Bombesina;.14);
e A atividade de Na**"TcO, adicionada foi de 74 MBq;
e Nao houve a etapa final de diluicdo do complexo peptidico radiomarcado com
428 uL de salina.

4.3.3 Determinacdo do rendimento de radiomarcacao

O rendimento de radiomarcacdo, em ambos o0s protocolos, foi determinado por
cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando-se como fase estacionaria a
silica-gel e como fases moéveis a metiletilcetona e a acetonitrila:dgua (1:1), para a
determinacdo do percentual de tecnécio livre (*®*"TcO.) e de tecnécio hidrolisado
(**™Tc0O,), respectivamente. O rendimento de radiomarcacéo foi determinado por

meio da formula representada a seguir:
% %" Tc-HYNIC-BAla-Bombesina .14y = 100 - (% #"TcOy4 + % P TcOy).

4.4 Teste de afinidade in vitro do *™Tc-HYNIC-BAla-Bombesinaz.14 pelas
células LNCaP

Para a avaliacdo da afinidade do complexo peptidico °°"Tc-HYNIC-BAla-
Bombesina.14) pelas células LNCaP foi utilizado o método descrito por SANTOS-
CUEVAS et al., 2009, com algumas modificagdes.

Em eppendorfs foram colocadas 2x10° células LNCaP e acrescentado meio de
cultura suplementado (g.s.p 0,9 mL). Em seguida, foi adicionado 0,1 mL da solucéo
de *™Tc-HYNIC-BAla-Bombesinai14 (0,3 nmol), descrita no item 4.3.1. Os
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eppendorfs foram incubados em banho-maria a 37°C sob leve agitacdo por 1 hora
(n=3). O estudo também foi realizado para o tempo de incubacdo de 4 horas (n=3).
Apébs o periodo de incubacgéo, os contetdos dos eppendorfs foram submetidos ao
processo de centrifugacdo por 5 minutos, sob 2000 g. A seguir, sobrenadantes e
pellets foram separados e tiveram suas radioatividades determinadas em um

contador de radiagdo gama (Figura 7).

Figura 7 - Contador de radiagdo gama — Wizard (Turku/Finlandia).

A radioatividade encontrada no pellet representava os peptideos que se ligaram as
células LNCaP, permanecendo adsorvidos a superficie celular ou sofrendo o
processo de internalizacdo. Assim, o percentual de ligacdo do complexo peptidico
9MTc-HYNIC-BAla-Bombesina(z.14y Nas células LNCaP foi calculado por meio da

férmula representada a sequir:

% Ligacao = cpm pellet x 100 .

cpm pellet + cpm sobrenadante
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Em seguida, os pellets foram ressuspendidos em 0,5 mL de tampé&o acido (0,2 M de
acido acético em 0,5 M de NaCl — pH 2,8), para a remocdo dos peptideos
adsorvidos na superficie celular. Os contetdos dos eppendorfs foram novamente
submetidos ao processo de centrifugacdo por 5 minutos, sob 2000 g. A segquir,
sobrenadantes e pellets foram separados e tiveram suas radioatividades
determinadas em um contador de radiagdo gama (Figura 7). Nessa etapa, a
radioatividade encontrada no pellet representava os peptideos que se ligaram as
células LNCaP e sofreram o processo de internalizacdo. Assim, o percentual de
internalizacdo do complexo peptidico **™Tc-HYNIC-BAla-Bombesina.14 nas células
LNCaP, dentre os peptideos que se ligaram as células, foi calculado por meio da

férmula representada a seguir:

% Internalizacéo = cpm pellet x 100 .

cpm pellet + cpm sobrenadante

A afinidade especifica do complexo peptidico ggmTc-HYNIC-BAIa-Bombesina<7.14)
pelas células LNCaP também foi determinada para cada um dos tempos de
incubacdo, 1 e 4 horas (n=3). Para tanto, a Unica alteracdo no protocolo do teste de
afinidade foi a adicdo de 43 nmol do HYNIC-BAla-Bombesina.14), 15 minutos antes
da adicdo de 0,3 nmol do ggmTc-HYNIC-BAIa-Bombesina(7.14). Ou seja, foi utilizada
uma quantidade de peptideo frio (ndo radiomarcado) cerca de 140 vezes maior que
a quantidade de peptideo radiomarcado, para bloquear a ligacdo e a internalizacéo
do complexo peptidico 9ngc-HYNIC-BAIa-Bombesina(7_14) nas células LNCaP. O

restante do procedimento foi conduzido de forma idéntica a descrita anteriormente.
4.5 Modelo experimental de tumor de prostata

O modelo experimental de tumor de préstata foi desenvolvido em camundongos
machos BALB/c nude (item 4.1). O foco tumoral foi induzido, com algumas
modificacdes, conforme descrito por: MIGITA et al., 2009; SCHNEIDER et al., 2009;
TRAUGER et al., 2009.

Apés uma semana de adaptacdo dos animais as condicbes do biotério do

LTF/FAFAR/UFMG, descritas no item 4.1, o tumor de préstata foi induzido no flanco
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superior direito dos camundongos nude por meio da injecdo subcutanea de células
LNCaP (5 x 10° ressuspendidas em 150 uL de Matrigel:meio RPMI-1640 (1:1).
ApoOs a inoculacdo das células tumorais, aguardou-se o desenvolvimento do tumor
durante 15, 20 e 25 dias. Ao final do periodo de crescimento tumoral, cada grupo de

animais foi encaminhado para os estudos de imagem e biodistribui¢ao.

ApoOs os estudos de biodistribuicdo, os fragmentos de tecido tumoral foram
encaminhados para analise histopatolégica no Laboratério de Patologia Comparada
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(ICB/UFMG), sob a supervisdo do Prof. Dr. Geovanni Dantas Cassali. Os tecidos
foram fixados em formol a 10% tamponado e processados para inclusdo em
parafina. Seccbes histolégicas de 4 uym foram coradas pela hematoxilina-eosina
(H&E) para avaliacdo histopatolégica. As imagens dos cortes histolégicos dos
fragmentos de tecido tumoral foram capturadas por uma camera digital Spot Insigh
Color adaptada a um microscopio Olympus (BX-40). Para andlise das imagens foram
utilizados o SPOT® software (vers&o 3.4.5) e Corel DRAW® (verséo 7.468).

4.6 Estudos de biodistribuicao

Os estudos de biodistribuicdo foram conduzidos de acordo com DINIZ et al., 2008,

com algumas modificacoes.

ApOs o periodo de desenvolvimento tumoral (15, 20 e 25 dias), foram administrados,
pela via intravenosa (veia caudal), 7,4 MBq de **"Tc-HYNIC-BAla-Bombesinag.14 a
cada animal. Nos tempos de 1 e 4 horas apés a injecdo do radiofarmaco (n=5 para
cada tempo), os camundongos foram anestesiados com uma solucao de xilazina (15
mg/Kg) e cetamina (80 mg/Kg) e, em seguida, submetidos & eutanasia. Orgéos e
tecidos, como bacgo, coracdo, estdmago, figado, intestino delgado, pancreas,
pulmdes, rins, sangue, tiredide, tumor e musculo contralateral, foram retirados,
pesados e tiveram sua radioatividade determinada em um contador de radiagao
gama (Figura 7). Utilizou-se padrdes de dose para corrigir o decaimento fisico do
9MTc e para calcular o percentual da dose injetada (%DI) e o percentual da dose
injetada por grama de tecido (%DI/g) para cada 6rgado. Esses padrdes continham a

mesma dose injetada nos camundongos e tiveram sua radioatividade determinada
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simultaneamente com a dos 6rgdos e tecidos dos animais. O %Dl e o %Dl/g para
cada orgéo foram calculados por meio das férmulas representadas a seguir:

%DI = _cpm 6rgdo x 100 %DI/g = cpm 6rgdo/massa 6rgéao x 100
cpm padréo cpm padréo

O mesmo procedimento foi realizado em camundongos machos BALB/c normais,

sem o foco tumoral (sadios), para controle (n=5 para cada tempo, 1 e 4 horas).
4.7 Imagens cintilogréficas

A obtencéo das imagens cintilograficas e a avaliacdo quantitativa das mesmas foram

realizadas de acordo com DINIZ et al., 2008, com algumas modificacdes.

Apos o periodo de desenvolvimento tumoral (15, 20 e 25 dias), foram administrados,
pela via intravenosa (veia caudal), 7,4 MBq de 9ngc-HYNIC-BAIa-Bombesina(7_14) a
cada animal. Nos tempos de 1 e 4 horas apés a injecdo do radiofarmaco (n=3 para
cada tempo), os camundongos foram anestesiados com uma solucao de xilazina (15
mg/Kg) e cetamina (80 mg/Kg) e, em seguida, colocados em posi¢cdo de decubito

ventral sob uma camara de cintilacdo a raios gama (Figura 8).

Figura 8 - Camara de cintilag&o a raios gama - Nuclide™ TH 22 (Budapeste/Hungria).
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O mesmo procedimento foi realizado em camundongos machos BALB/c normais,

sem o foco tumoral (sadios), para controle (n=3 para cada tempo, 1 e 4 horas).

Uma janela de 20% de simetria foi utilizada para um pico de energia de 140 keV e
um colimador de baixa energia do tipo Low Energy High Resolution (LEHR) foi
utilizado para direcionar os raios. As imagens foram obtidas durante 10 minutos e

armazenadas em uma matriz 256 x 256 pixels.

Para avaliar de forma quantitativa a captacao do 99mTc-HYNIC-BAIa-Bombesinag.M)
pelo foco tumoral, as imagens cintilograficas foram analisadas por meio da

determinacao da relacao alvo/ndo-alvo, conforme ilustrado a seguir (Figura 9).

Figura 9 — Relag&o alvo/ndo-alvo obtida por meio da imagem cintilografica.
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Inicialmente, foi feito um delineamento em torno da area alvo (tumor — circulo a
direita) e da &rea néo-alvo (musculo contralateral — circulo a esquerda). Em seguida,
obteve-se as contagens de cada uma das areas delineadas e calculou-se a relagéo

alvo/ndo-alvo por meio da férmula representada a seguir:

Relacéo alvo/n&o-alvo = contagem na area alvo

contagem na area nao-alvo

4.8 Andlise estatistica

O tratamento estatistico dos dados obtidos foi feito com o auxilio do programa
Statistical Package for the Social Sciences - SPSS (versdo 13.0). Inicialmente foi
aplicado a cada conjunto de dados o teste de normalidade Shapiro-Wilk para

verificar se os dados apresentavam ou nédo distribuicdo normal.

As variaveis continuas de distribuicdo normal foram apresentadas como ‘média +
desvio padrao’. A comparacdo das medias entre trés grupos foi feita pelo teste
ANOVA. Quando foi encontrada diferenca significativa no ANOVA, utilizou-se o teste
de comparacdo multipla dois a dois Least Square Difference (LSD). A comparacéo

dos resultados entre dois grupos foi feita pelo teste t-Student.

As variaveis continuas de distribuicdo nao-normal foram apresentadas como
‘mediana = intervalo interquartil (3° - 1°)’. A comparacdo das medianas entre trés
grupos foi feita pelo teste de Kruskal-Wallis. Quando foi encontrada diferenca
significativa no Kruskal-Wallis, utilizou-se o teste de comparac¢do mdultipla dois a dois
Mann-Whitney, com a correcdo de Bonferroni. A comparac¢do dos resultados entre

dois grupos foi feita pelo teste de Mann-Whitney.

Foram consideradas como diferencas significativas valores de p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Marcagao do complexo peptidico HYNIC-BAla-Bombesinag.14) cOm atomos
de ¥MTc

A marcacdo do HYNIC-BAla-Bombesina.14y com 9MTc apresentou rendimento
adequado em ambos os protocolos utilizados. No protocolo do teste de afinidade
(tem 4.3.1), o rendimento de radiomarcacdo foi de 93,12+2,36%. Ja a
radiomarcacdo de acordo com o protocolo dos estudos em animais (item 4.3.2)
apresentou um rendimento de 96,38+2,36%. Em ambos os casos, o rendimento de
radiomarcacao foi superior a 90%, o0 que significa niveis aceitaveis das impurezas
radioquimicas, *™TcO4 e *™TcO,, conforme descrito pela Farmacopeia Americana
(USP, 2011). Além disso, esses resultados estdo em conformidade com valores
previamente relatados por pesquisadores do nosso grupo (de BARROS et al., 2010).

5.2 Teste de afinidade in vitro do *"Tc-HYNIC-BAla-Bombesinags.14 pelas
células LNCaP

Os dados obtidos no teste de afinidade do **™Tc-HYNIC-BAla-Bombesina.14 pelas
células LNCaP mostraram que a fracdo de peptideos que se ligaram as células foi
de 2,08+0,30% e 2,44+0,18%, para os tempos de 1 e 4 horas de incubacéao,
respectivamente. Dentre os peptideos que se ligaram as células, a fracdo que se
internalizou foi de 25,64+3,14% e 25,27+2,05%, para os tempos de 1 e 4 horas,
respectivamente. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os tempos
de incubacdo avaliados, tanto para o percentual de ligacdo, quanto para o
percentual de internalizagéo (Grafico 2).
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Gréfico 2 — Percentuais de ligagéo e de internalizagéo do *"Tc-HYNIC-BAla-Bombesina .1
nas células LNCaP, sem bloqueio prévio pelo peptideo frio.
Os valores estao representados como ‘média * desvio padrao’ (n=3).

O percentual de ligacdo do complexo peptidico gngc-HYNIC-BAIa-BombeSina(7-14)
nas células LNCaP foi préximo aos valores descritos na literatura. Nestes estudos,
0s pesquisadores relataram percentuais de ligacdo entre 4 e 7% para o peptideo
bombesina, complexado a diferentes espacadores e agentes quelantes e marcado
com 'n, nas células PC-3 (tumor de préstata humano) e AR4-2J (tumor
pancreatico acinar de rato) (ZHANG et al., 2004; MANSI et al., 2009). N&do foram
encontrados dados na literatura para o percentual de ligacdo do *™Tc-HYNIC-BAla-
Bombesina-14). Com relacéo ao percentual de internalizagéo, trabalhos descritos na
literatura mostraram valores da ordem de 20 a 33% nas células PC-3, de 22 a 35%
nas células AR4-2J, de 13 a 17% nas células MCF7 e de 14 a 19% nas células
MDA-MB231, sendo as duas ultimas linhagens humanas de tumor de mama. Nesses
estudos também foi utilizado o peptideo bombesina complexado a diferentes
espacadores e agentes quelantes e marcado com **"Tc ou In (ZHANG et al.,
2004; FRAGOGEORGI et al., 2009; MANSI et al., 2009; SANTOS-CUEVAS et al.,
2009). Para o 99mTc-HYNIC-BAIa-Bombesina(7_14), o percentual de internalizacdo nas
células PC-3 foi de 18,5% apoés 2 horas de incubacdo (FAINTUCH et al., 2008). A
internalizacdo é um fator importante para a geracédo de imagens cintilograficas, uma
vez que o radiofarmaco permanece mais tempo no sitio tumoral, otimizando o
procedimento de diagnéstico (LISTER-JAMES et al., 1997; HOFFMAN et al., 2003).
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O teste de afinidade especifica do complexo peptidico *™Tc-HYNIC-BAla-
Bombesina.14y pelas células LNCaP, com bloqueio prévio pelo peptideo frio,
apresentou percentuais de ligacdo de 1,41+0,11% e 1,37+0,22%, para os tempos de
1 e 4 horas de incubacdo, respectivamente. Por sua vez, a internalizacdo foi de
10,80+£1,17% e 11,70+2,86% para os tempos de 1 e 4 horas, respectivamente. Nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os tempos de incubacao
investigados, tanto para o percentual de ligacdo, quanto para o percentual de

internalizacao (Grafico 3).
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Gréfico 3 — Percentuais de ligagéo e de internalizagéo do *"Tc-HYNIC-BAla-Bombesina.1s
nas células LNCaP, com bloqueio prévio pelo peptideo frio.
Os valores estao representados como ‘média * desvio padrao’ (n=3).

Em alguns trabalhos descritos na literatura sobre a afinidade especifica do peptideo
bombesina, complexado a diferentes espacadores e agentes quelantes e marcado
com *™Tc ou *In, por diferentes linhagens celulares (PC3, AR4-2J, MCF7 e MDA-
MB231) ndo foram relatados os valores obtidos, mas os pesquisadores descreveram
uma reducdo na afinidade do peptideo pelas células (ZHANG et al., 2004;
FRAGOGEORGI et al., 2009; SANTOS-CUEVAS et al., 2009).

Para avaliar melhor o teste de afinidade especifica do %*™Tc-HYNIC-BAla-
Bombesina.14) pelas células LNCaP, comparou-se os resultados dos testes com e
sem bloqueio prévio pelo peptideo frio. Houve reducao estatisticamente significativa
nos percentuais de ligacao e de internalizacdo, em ambos os tempos de incubacao
investigados, no teste com bloqueio prévio pelo peptideo frio quando comparado ao

teste sem bloqueio (Grafico 4).
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Grafico 4 — Percentuais de ligacéo e de internalizacdo do 9ngc—HYNIC—BAIa—Bombesina(7_14)
nas células LNCaP.
Os valores estao representados como ‘média * desvio padrao’ (n=3).
Asterisco (*) indica diferencgas estatisticamente significativas (p<0,05).

Para o tempo de 1 hora de incubacéo, o percentual de ligacdo teve uma queda de
32,21% e o de internalizacdo reduziu 57,88%, diante do bloqueio prévio pelo
peptideo frio. Por sua vez, no tempo de 4 horas de incubacédo, o bloqueio pelo
peptideo frio reduziu a porcentagem de ligacdo em 43,85% e a de internalizacdo em
53,70%. Esses resultados sugerem que a interacdo do *™Tc-HYNIC-BAla-
Bombesinai.14y com as células LNCaP ocorre de maneira especifica e,
provavelmente, deve-se a interacdo do radiopeptideo com os GRPr's super-
expressos nas células tumorais de préstata (FLEISCHMANN et al.,, 2007; de
BARROS et al.,, 2011; LEARS et al., 2011). Assim, os dados desse estudo in vitro
sinalizam para a perspectiva de investigar essa interacdo in vivo, ou seja, em

modelo experimental de tumor de prostata, utilizando as células LNCaP.
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5.3 Modelo experimental de tumor de prostata

O modelo experimental de tumor de prostata, obtido por meio do implante das
células humanas da linhagem LNCaP em camundongos machos BALB/c nude,
desenvolveu-se com sucesso. ApGs 15, 20 e 25 dias do implante das células nos

animais, obteve-se tumores com diferentes tamanhos e estagios de

desenvolvimento (Figura 10).
15 DIAS 20 DIAS 25 DIAS

Figura 10 — Estagios de desenvolvimento do tumor de préstata experimental apds o implante
das células LNCaP nos camundongos machos BALB/c nude. (A) Nédulo tumoral. (B, C e D)
Aspecto microscépico do tumor, coloracdo H&E e aumento de 2x, 10x e 60x, respectivamente.
(¥ hemorragia; == vasos)
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Os tamanhos dos tumores, 15, 20 e 25 dias apds o implante das células LNCaP nos
camundongos, foram de 5,21+0,45mm, 5,45+0,48mm e 7,58+0,90mm,
respectivamente (Figura 10.A). J& as massas foram de 0,08+0,02g, 0,08+0,02g e
0,28+0,06g, respectivamente. Os tumores caracterizaram-se por crescimento
epitelial em arranjo sélido nos diferentes estagios analisados (Figura 10.B, C e D).
Com 15 dias de desenvolvimento observou-se um estroma conjuntivo mais evidente
e moderada proliferacdo vascular, além de areas simulando espacos cisticos, por
vezes contendo material acidofilico (Figura 10.B, C e D). Por sua vez, os tumores
com 25 dias de crescimento apresentaram delicado estroma conjuntivo e aumento
da formagdo vascular, havendo ainda a presenca de focos hemorragicos (Figura
10.C). Nos tumores com 20 dias de desenvolvimento observaram-se aspectos
morfolégicos intermediarios entre os de 15 e 25 dias. E importante ressaltar que a
presenca do estroma conjuntivo no tecido tumoral pode reduzir a penetracdo do
radiofarmaco no mesmo, dificultando seu acesso as ceélulas. Por outro lado, a
presenca de vasos neoformados no tecido tumoral é extremamente importante para
a progressao do cancer (CARMELIET, 2003; VIRREY et al., 2008; CHUA et al.,
2010; JUN et al., 2010). No entanto, sabe-se que esta nova rede endotelial é
formada de maneira desordenada, com uma estrutura tortuosa e irregular (JAIN et
al.,, 2002) e, portanto, a permeabilidade entre as células esta aumentada
(RUOSLAHTI, 2002; MUNN, 2003; GOSH et al., 2008). Essas caracteristicas podem

ser Uteis no direcionamento do radiofarmaco para as células tumorais.
5.4 Estudos de biodistribuicéo
O perfil de biodistribuicdo do complexo peptidico 99mTc-HYNIC-BAIa-Bombesina(7.14),

em camundongos machos BALB/c sadios, encontra-se representado a seguir
(Gréfico 5).
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Grafico 5 — Perfil de biodistribuicéo do 9ngc-HYNIC-BAIa—Bombesina(7_14) nos camundongos
machos BALB/c sadios (n=5).

A biodistribuicdo do **™Tc-HYNIC-BAla-Bombesinaz.14y mostrou uma rapida
depuragdo sanguinea, indicada pelo reduzido %Dl/g do sangue, jA no tempo de 1
hora ap6s a administracdo do radiopeptideo. Esta rapida depuracdo sanguinea foi
acompanhada por uma captacdo acentuada pelos rins, indicando que a eliminagéo
do radiofarmaco ocorre pela via renal, o que estd em conformidade com a natureza
hidrofilica da molécula. Embora a eliminacao renal possa ser um inconveniente para
a aplicacéo clinica do 99”‘Tc-HYNIC-BAIa-Bombesina(7.14), devido a proximidade da
préstata com o sistema geniturinario, especialmente com a bexiga, estudos tem
demonstrado o contrario. SCOPINARO et al., 2003 relataram a potencialidade de
outro anélogo da BBN, marcado com *™Tc, em detectar o tumor de préstata e a
metastase em linfonodos pélvicos em seres humanos, por meio de imagens
cintilogréficas. Neste estudo, os autores relataram a possibilidade de se utilizar a
lavagem continua da bexiga para aqueles pacientes cuja detec¢cdo do tumor nao foi
possivel logo apds a administracao do radiotracador.
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O perfil de biodistribuicdo do *"Tc-HYNIC-BAla-Bombesina.14) mostrou também
gque 0 pancreas e o intestino delgado apresentaram as maiores captagdes do
radiofarmaco depois dos rins, o que se justifica pela presenca de GRPr's nesses
orgéos (SANTOS-CUEVAS et al., 2009). Os dados obtidos abrem a possibilidade de
se utilizar esse radiopeptideo, também, para a identificacdo de tumores de pancreas,
em estudos posteriores.

A biodistribuicdo do 9ngc-HYNIC-BAIa-Bombesina(7.14) nos camundongos BALB/c &
semelhante aquela encontrada na espécie Swiss por FAINTUCH et al., 2008. Além
disso, outros trabalhos descritos na literatura relataram perfis similares de
biodistribuicdo para o peptideo BBN, complexado a diferentes espacadores e
agentes quelantes com carater hidrofilico como o do HYNIC (FRAGOGEORGI et al.,
2009; SANTOS-CUEVAS et al., 2009).

O perfil de biodistribuicdo do complexo peptidico 9s"“Tc-HYNIC-[3AIa-Bombesina(7.14),
em camundongos machos BALB/c com tumor de prostata, encontra-se representado
no Grafico 6 (25 dias) e nos anexos B (15 dias) e C (20 dias).
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Gréfico 6 — Perfil de biodistribuig&o do *"Tc-HYNIC-BAla-Bombesina.14 nos camundongos
machos BALB/c nude com tumor de préstata com 25 dias de desenvolvimento (n=5).
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A biodistribuicéo do 9ngc-HYNIC-BAIa-Bombesina(7.14) nos camundongos com tumor
de prostata demonstrou um perfil semelhante aquele observado nos animais sadios
com relac&o a eliminacéo renal. No tempo de 1 hora apés a administracdo do **"Tc-
HYNIC-BAla-Bombesina.14), 0 percentual de captagdo do radiotragador pelo tumor
foi da ordem de 4%. FAINTUCH et al., 2008 encontraram um percentual de captacao
de 3,0% do **"Tc-HYNIC-BAla-Bombesina .14 pelo tumor de préstata (células PC3),
decorridos 90 minutos ap6s a administracdo do radiofarmaco. Ja SHI et al., 2008
descreveram um valor de aproximadamente 1,0% de captacdo do **"Tc-HYNIC-
BAla-Bombesina.14) pelo tumor de cdélon (células HT-29), 1 hora apods a inje¢éo do
radiopeptideo. Por sua vez, MANSI et al., 2011 relataram um percentual de captacéo
de 5,5% de um derivado de bombesina marcado com ®®Ga pelo tumor de préstata
(células LNCaP), apos 1 hora da injecdo do radiotracador. Portanto, os dados
obtidos nesse trabalho estdo em consonancia com aqueles descritos na literatura. A
captacdo pelo pancreas e pelo intestino delgado, no tempo de 1 hora, € da mesma
ordem de grandeza daquela obtida para o tumor, reforcando a presenca dos GRPr's
nestes tecidos (SANTOS-CUEVAS et al., 2009). No tempo de 4 horas, a captacao
do *™Tc-HYNIC-BAla-Bombesinai;14y pelo tumor foi inferior a 1,0%. Este dado
também estd em conformidade com a literatura. SHI et al., 2008 encontraram um
valor de aproximadamente 0,5% para a captacdo desse mesmo radiotracador pelo
tumor de colon (células HT-29). Cabe ressaltar que a captacdo do *™Tc-HYNIC-
BAla-Bombesinag.14) pelo tumor de prostata, obtida nesse trabalho no tempo de 4
horas, foi inferior a captacdo pelo pancreas e pelo intestino delgado, provavelmente
devido a menor densidade de GRPr's no tumor, associada a maior depuracdo do

radiotracador presente nos vasos sanguineos constituintes do tecido tumoral.

A dose do *"Tc-HYNIC-BAla-Bombesina.14, acumulada no tecido tumoral 1 e 4
horas ap6s a administracdo do radiotracador, aumentou com o crescimento do
tumor, em ambos os tempos investigados. Além disso, com o desenvolvimento do

tumor também houve um aumento de sua massa (Gréfico 7).
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Grafico 7 — Percentual da dose injetada (%DI) do g’ngc—HYNIC-BAIa—Bombesina(7.14) captado
pelo tumor em relagdo ao tamanho do mesmo.
Os valores estao representados como ‘média * desvio padrao’ (n=5).
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas para o mesmo grupo
(p<0,05).

Como pode ser observada pela analise histopatoldgica (item 5.3), a quantidade de
estroma conjuntivo no tumor foi inversamente proporcional ao estagio de
desenvolvimento do mesmo. Por outro lado, a intensidade da proliferagcdo vascular
foi diretamente proporcional. Dessa forma, com o maior tempo de desenvolvimento
do foco tumoral, maior %DI do **"Tc-HYNIC-BAla-Bombesina .14 fluiu para o interior
do tecido e ligou-se as células LNCaP (Gréafico 7). Entretanto, como mencionado
anteriormente, a massa do tumor também aumentou com o seu desenvolvimento
(Grafico 7). Assim, quando foi calculado o %Dl/g, os valores relativos obtidos
tornaram-se similares para os trés estagios de crescimento do tumor investigados
(Grafico 8).
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Grafico 8 — Percentual da dose injetada por grama de tecido (%DI/g) do **™Tc-HYNIC-BAla-
Bombesina.14) captado pelo tecido tumoral.
Os valores estao representados como ‘média * desvio padrao’ (n=5).
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Observa-se pelo grafico 8 que, nos diferentes estagios de desenvolvimento do tumor
avaliados, houve reducéao estatisticamente significativa do %DI/g entre os tempos de
1 e 4 horas ap06s a administracdo do peptideo radiomarcado, atribuida a depuracéo

do mesmo do tecido tumoral (Grafico 8).
5.5 Imagens cintilogréficas

As imagens cintilograficas, obtidas 1 e 4 horas apds a administracao intravenosa do
9MTc-HYNIC-BAla-Bombesinaz.14) Nos camundongos machos BALB/c sadios e com
tumor de prostata com 15, 20 e 25 dias de desenvolvimento, estdo ilustradas a

seguir (Figura 11).
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Figura 11 - Imagens cintilograficas obtidas apés administragéo do **"Tc-HYNIC-BAla-
Bombesinag.14 Nos camundongos machos BALB/c (n=3). (A) Sadios. (B, C e D) Tumor de
préstata com 15, 20 e 25 dias de desenvolvimento, respectivamente.

As setas indicam o foco tumoral.

O perfil do **"Tc-HYNIC-BAla-Bombesina.14 obtido pelas imagens cintilograficas
dos camundongos sadios, em ambos 0s tempos estudados, apresentou uma
elevada captacdo do radiofarmaco pelos rins e pela bexiga (Figura 11.A). Este

orgao foi retirado das imagens para melhor visualizacdo do contorno do animal, uma
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vez que o percentual de radiacdo associado a bexiga foi bastante alto. Esse perfil
corrobora o encontrado nos estudos de biodistribuicdo, indicando a via urindria como
via de eliminacdo do radiopeptideo. Além disso, ndo foram observados acumulos de
radioatividade na tiredide, no estbmago, no figado e no baco, o que esta de acordo
com os dados do rendimento de radiomarcagcdo (item 5.1), atestando niveis

aceitaveis das impurezas radioquimicas, **"TcO, e *"TcO,.

As cintilografias dos camundongos com tumor de prOstata também apresentaram
acentuada captacao do 99mTc-HYNIC-BAIa-Bombesina(7.14) pelos rins e pela bexiga,
em ambos os tempos investigados e para os trés estagios de desenvolvimento do
tumor avaliados (Figura 11.B, C e D). As imagens cintilograficas dos animais com
tumor de préstata com 15 dias de crescimento ndo apresentaram actimulo do *™Tc-
HYNIC-BAla-Bombesina.14y na regido do foco tumoral (flanco superior direito —
setas: Figura 11.B), nos tempos estudados. Por outro lado, as cintilografias dos
camundongos com tumor de préstata com 20 e 25 dias de desenvolvimento
apresentaram acumulo do 9Q’T‘TC-HYNIC-BAIa-Bombesina(7.14) na regido do tumor
(flanco superior direito — setas: Figura 11.C e D). Entretanto, este acumulo foi mais
evidente no tempo de 4 horas ap6s a administracdo do radiopeptideo, para o tumor
com 25 dias de crescimento. Ressalta-se que o0 tumor com 25 dias de
desenvolvimento apresentava apenas cerca de 7,6 mm de tamanho. NAKASHIMA et
al., 2004 mostraram que a RNM endoretal € til na detecgdo do foco tumoral de
prostata somente quando o mesmo apresenta um tamanho superior a 1,0 cm.
Portanto, os resultados encontrados nesse estudo mostram que o **"Tc-HYNIC-
BAla-Bombesina.14) € capaz de identificar o foco tumoral de prdstata em estagio
mais precoce de seu desenvolvimento. Além disso, diversos trabalhos descritos na
literatura apresentaram imagens com perfis semelhantes aos encontrados nesse
trabalho. FAINTUCH et al., 2008, SHI et al.,, 2008 e de BARROS et al., 2010
apresentaram imagens cintilograficas apés administracdo do *"Tc-HYNIC-BAla-
Bombesinaz-14y €m animais com tumor de prostata (células PC3), de coélon (células
HT-29) e de Ehrlich, respectivamente. Nas descricbes das imagens, 0s autores
relataram captacdo pelos rins e pela bexiga e elevado acumulo na regido tumoral.
Por sua vez, MANSI et al., 2011 apresentaram imagem de PET/CT, apos

administracdo de um derivado de bombesina marcado com ®Ga em camundongos
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com tumor de préstata (células LNCaP), em que também foi possivel visualizar rins,

bexiga e foco tumoral.

Os resultados das analises quantitativas das imagens cintilograficas dos animais com

tumor de préstata encontram-se a seguir (Grafico 9).

2.5 1 hora

4 horas

N
Q

Relac&o Alvo/Nao-Alvo

15 dias 20 dias 25 dias

Grafico 9 — Relac&o alvo/n&o-alvo (tumor/masculo) obtida pelas imagens cintilogréaficas.
Os valores estao representados como ‘média * desvio padrao’ (n=3).
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos de 15, 20 e
25 dias para o mesmo tempo (p<0,05).
Asterisco (*) indica diferencas estatisticamente significativas entre os tempos de 1 e 4 horas
para o mesmo grupo (p<0,05).

Observa-se pelo grafico que as relagbes alvo/ndo-alvo, 4 horas apdés a
administracdo do **"Tc-HYNIC-BAla-Bombesina;.14, para os estagios de 15 e 25
dias de desenvolvimento do tumor foram estatisticamente superiores aquelas
obtidas no tempo de 1 hora. Para as cintilografias dos camundongos com tumor de
prostata com 20 dias de crescimento, as relagcdes obtidas nos tempos investigados
nao apresentaram diferenca estatisticamente significativa, embora tenha ocorrido um
ligeiro aumento no tempo de 4 horas. Os aumentos observados 4 horas apls a
injecéo do 99mTc-HYNIC-BAIa-Bombesina(7.14) podem ser explicados pela maior taxa
de depuracao do radiopeptideo do musculo contralateral, quando comparada aquela
do tumor. No tumor (alvo) o radiotracador encontra-se ligado e internalizado nas
células LNCaP, uma vez que as mesmas super-expressam GRPr's, o que néao

ocorre no musculo contralateral (ndo-alvo).
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As relagbes alvo/ndo-alvo, 1 hora apés a administracdo do “*™Tc-HYNIC-BAla-
Bombesina.14y N0os camundongos com tumor de prostata, foram maiores nos
animais com foco tumoral com 20 e 25 dias de desenvolvimento, quando
comparadas com a relagcdo dos camundongos com tumor de prostata com 15 dias
de crescimento. Entretanto, entre os grupos com tumor com 20 e 25 dias de
desenvolvimento ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa. O
mesmo ocorreu para o tempo de 4 horas apés a injecdo do radiofarmaco. Para os
animais com foco tumoral com 15 dias de crescimento, os valores das relacdes
alvo/ndo-alvo foram menores que 1,5 em ambos os tempos avaliados. Por outro
lado, as relacdes obtidas nas imagens cintilograficas dos camundongos com tumor
de prostata com 20 e 25 dias de desenvolvimento foram maiores que 1,5 nos
tempos investigados, atingindo um valor maior que 2,0 no tempo de 4 horas para o
grupo com foco tumoral com 25 dias de crescimento. De acordo com PHILLIPS,
1999 para que substancias radiomarcadas possam ser consideradas como
potenciais agentes de diagndstico, a relacdo alvo/ndo-alvo deve ser maior que 1,5.
Esse valor indica uma captacao pelo menos 50% maior no tecido alvo em relagéo ao

tecido nao-alvo.

Os resultados das relacbes alvo/ndo-alvo estdo em consonéancia com as
observacdes das imagens cintilograficas, pois nos animais com tumor de proéstata
com 15 dias de desenvolvimento ndo foi observado qualquer acimulo do %*™Tc-
HYNIC-BAla-Bombesina.14y na regido tumoral. Por outro lado, as cintilografias
revelaram captacédo do radiotracador na regido tumoral para os camundongos com
estagios de 20 e 25 dias de crescimentodo do tumor, com maior énfase para o
tempo de 4 horas. Cumpre ressaltar que no tempo de 4 horas do grupo com foco
tumoral de 25 dias de desenvolvimento obteve-se a melhor visualizagdo do tumor
pelas imagens cintilograficas, corroborando com o valor da relacdo alvo/ndo-alvo
superior a 2,0. Portanto, as imagens cintilograficas e os dados obtidos sugerem que
0 99mTc-HYNIC-BAIa-Bombesina(7.14) podera ser empregado como possivel agente

de diagndstico para a identificacdo do tumor de prostata.



69

6 CONCLUSOES

A marcacdo do complexo peptidico HYNIC-BAla-Bombesina.14y com atomos de
9MTc apresentou rendimentos adequados, superiores a 90%, para ambos o0s

protocolos realizados.

O estudo in vitro mostrou afinidade do **™Tc-HYNIC-BAla-Bombesinaz.14 pelas
células LNCaP, indicando interacdo especifica entre o radiotracador e os GRPr's

presentes nas células.

O modelo experimental de tumor de préstata em camundongos machos BALB/c
nude, utilizando as células LNCaP, mostrou padrdo de desenvolvimento compativel

com caracteristicas de tecido maligno.

O estudo de biodistribuicdo do **"Tc-HYNIC-BAla-Bombesina(;.14) Nos camundongos
machos BALB/c sadios mostrou perfil de excrecéo renal, com captacdo por pancreas
e intestino delgado. Nos animais com tumor de préstata, o perfil de biodistribuicao foi
similar aguele observado para os camundongos sadios, observando-se também

acumulo do radiotracador no foco tumoral.

Observou-se compatibilidade entre as imagens cintilograficas e o perfil de
biodistribuicdo do **"Tc-HYNIC-BAla-Bombesinag.14 Nos camundongos sadios e

com tumor de prostata.

A melhor visualizacdo do tumor de préstata pelas imagens cintilograficas foi
observada no tempo de 4 horas para os camundongos com tumor com 25 dias de

desenvolvimento.

O complexo peptidico 99mTc-HYNIC-BAIa-Bombesina(7_14) foi capaz de identificar as
células LNCaP, in vitro e in vivo, tornando-se um potencial agente de diagnostico

para este tipo de tumor.
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7 PERSPECTIVAS

Investigar a possibilidade de se utilizar o complexo **"Tc-HYNIC-BAla-Bombesina,;-
14y na identificagdo de tumor de prostata em seres humanos, a exemplo do que foi
descrito por SCOPINARO et al., 2003.

Empregar o complexo peptidico g9’“TC-HYNIC-[3AIa—Bombesina(7.14) na identificacao

de tumor de pancreas, em modelo experimental.

Empregar outros radiopeptideos na identificacdo de tumores, como por exemplo o
peptideo intestinal vasoativo (VIP) radiomarcado na identificacdo de tumor de célon-

retal, em modelo experimental.
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ANEXO A — Certificado de aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG).

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGCAO ANIMAL
~-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 34/2010, relativo ao projeto intitulado “Emprego do
complexo 99MTC-HYNIC-BOMBESINA livre e encapsulado em lipossomas PH-
sensiveis para identificacdo de tumores em modelo experimental’, que tem como
responsavel(is) Valbert Nascimento Cardoso , est4d(30) de acordo com os Principios
Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentacdo
Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 28/ 04/2010.

Este certificado expira-se em 28/ 04/ 2015.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 34/2010, related to the project entitled
“Utilization of 99MTC-HYNIC-BOMBESIN free and trapped in stealth liposomes to
identify tumours in experimental model’, under the supervisiors of Valbert
Nascimento Cardoso, is in agreement with the Ethical Principles in Animal
Experimentation, adopted by the FEthics Committee in Animal Experimentation
(CETEA/UFMG), and was approved in April 28, 2010.

This certificate expires in April 28, 2015.

Belo Horizonte, 3 de Maio de 20101

Prof, HumbertoP¢éreira Olivejft
Coordenador do CETEA/UF

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa ll - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 34994516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufma.br

(Mod.Cert. v1.0)
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ANEXO B - Perfil de biodistribuicédo do 9ngc—HYNIC-[.’»AIa—Bombesina(7_l4) nos camundongos
machos BALB/c nude com tumor de préstata com 15 dias de desenvolvimento (n=5).
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ANEXO C - Perfil de biodistribuigao do *"Tc-HYNIC-BAla-Bombesina;.14 Nos camundongos
machos BALB/c nude com tumor de préstata com 20 dias de desenvolvimento (n=5).
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