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Resumo






A vitamina C é uma substancia essencial no metabolismo das células vivas, com
inimeras propriedades fisioldgicas, apresentando-se maioritariamente sob duas
formas, a reduzida e a oxidada. O acido ascérbico (AA), a forma reduzida da vitamina
C, é um potente antioxidante hidrossoltuvel, na medida em que neutraliza os radicais
livres, constituindo um potencial mecanismo anticancerigeno. A vitamina C actua
também como pré-oxidante, promovendo a formacdo de espécies reactivas de
oxigénio (ROS), como o peroxido de hidrogénio (H,0,), que comprometem a
viabilidade celular. Por outro lado, a maioria das células tumorais ndo transporta
directamente o AA para o seu interior, razdo pela qual as células obtém a vitamina C
na sua forma oxidada, o &acido dehidroascérbico (DHA). As células tumorais
demonstram ainda outra particularidade, a diminuicdo da catalase (enzima
responsavel pela destoxificagdo do H,0,), num factor entre 10 e 100, relativamente as
células normais. Assim, o aumento da producdo de H,0,, acoplado a deficiéncia da
actividade da catalase nas células neoplasicas e a presenca de metais de transicdo,
poderd redundar na citotoxicidade selectiva da vitamina C e na consequente revelacdo
do seu potencial terapéutico.

O objectivo deste trabalho é avaliar o metabolismo das duas formas da
vitamina C e mostrar o efeito citotdxico das mesmas, em células de adenocarcinoma
do cdlon, recorrendo a métodos bioquimicos e de imagiologia nuclear.

Primeiramente, efectuou-se a marcacdao da forma reduzida da vitamina C com

PMTc-AA) passivel de ser usado

tecnécio, de forma a obter um complexo radioactivo (
em imagiologia nuclear.

Posteriormente, realizaram-se estudos in vitro, com a linha celular de

adenocarcinoma do célon (WiDr), que incluiram estudos de captagio com *™Tc-AA,

IX



estudos de estabilidade por HPLC e estudos de avaliacdo da citotoxicidade da vitamina
C. Estes incluiram a analise do seu efeito na proliferacao, na viabilidade e na morte das
células WiDr, recorrendo a técnicas de colorimetria e a citometria de fluxo.

Por ultimo, foram feitos estudos in vivo, com ratinhos Balb/c nu/nu, com o
intuito de comprovar os resultados obtidos no controlo de qualidade do *™Tc-AA, e
obter informacdo sobre a biodistribuicdo e vias de excre¢do e metabolizacdo do
mesmo.

Assim, foi desenvolvido um procedimento adequado de marcacdo radioactiva,
assim como, um método de controlo de qualidade do **™Tc-AA, por HPLC, permitindo
atingir uma elevada eficiéncia de marcacao. Os resultados obtidos dos estudos in vitro
revelaram que ambas as formas da vitamina C induzem um efeito anti-proliferativo e
citotéxico nas células de adenocarcinoma do cdlon, embora em diferentes
concentracdes e tempos de exposi¢cdo, podendo eventualmente constituir uma nova
abordagem terapéutica no tratamento do cancro do cdélon. Os estudos in vivo

comprovaram o elevado grau de pureza radioquimica do complexo **™Tc-AA.
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Introducgdo

O 4cido ascorbico (AA), também denominado vitamina C ou ascorbato, é uma
lactona (Ce¢H1,06) cujo peso molecular é 176,13 Da. Foi isolado pela primeira vez em
1928, pelo bioquimico e Prémio Nobel Szent-GyorGyi. No seu estado natural, a
vitamina C aparece na forma de cristal ou pd, e pode apresentar uma tonalidade desde
o branco ao amarelo. O AA é uma vitamina hidrossolivel e encontra-se nos frutos,
principalmente os pertencentes a familia dos citrinos, tais como laranjas, limoes, limas
e tangerinas, sendo todavia também abundante nos vegetais verdes foliformes. O AA é
um antioxidante instavel, facilmente oxiddvel e cujas ligacdes podem ser quebradas
pelo oxigénio, por bases alcalinas e temperaturas elevadas. Deste modo, existem duas
formas: a forma reduzida e a forma oxidada. As estruturas moleculares do AA e da sua
forma oxidada, acido dehidroascérbico (DHA — dehydroascorbic acid), sdo semelhantes
a da glicose devido a existéncia de varios grupos hidroxilo (OH) préximos uns dos
outros (Figura 1). A enzima que medeia a reac¢do de oxidacdo que origina o DHA a
partir do AA é a reductase (Agus, et al., 1999; Gonzilez, et al., 2005; Wilson, 2005;

Igbal, et al., 2004).

OoH

a, Ascorbic Acid
(AA)

OH

b. Ascorbyl Radical

HO H HQO H HO H
20 e, -H' O e -H* % 3.0
Hom/’jitzﬂo.__* Hoh/”jitzﬂo il Hohxfjl;gﬂo

HO +a, +H* 20 +a, +HY ol

¢. Dehydroascorbic Acid
(DHA)

Figura 1 - Reacgao de oxidagdo do AA com formagdo de DHA. Retirado de (Corpe, et

al., 2004).




Citotoxicidade Selectiva da Vitamina C

1.1. Fungdes

O ser humano é incapaz de sintetizar a vitamina C, tendo por isso de a obter a
partir da ingestdao exdgena, sendo necessaria, em pequenas concentragdes, para o
cumprimento das funcdes fisioldgicas normais. Uma das funcdes basicas e conhecidas
do AA é o facto de este ser um dador de electrbes, funcdo que se destaca no seu
envolvimento na aceleracdo de reac¢des de hidroxilagio (nomeadamente, do
colagénio), na regulacdo do sistema nervoso através da biossintese da carnitina, da
dopamina, da noradrenalina e da adrenalina, no metabolismo da tirosina, do acido
félico e triptofano, assim como, na amidacdo de hormonas peptidicas. Em muitas
destas reac¢bes, o AA fornece electrbes a enzimas que necessitam de iGes metalicos
prostéticos para atingirem actividade enzimdatica maxima. Assim, o ascorbato tem
também um papel de elevada relevancia no crescimento de tecidos e processos de
cicatrizacdo de feridas, na formacdo de neurotransmissores e no aumento da absor¢ao
de ferro ao nivel dos intestinos. Como antioxidante, protege as células dos efeitos
nefastos dos radicais livres, apesar do papel antioxidante da vitamina C ainda ndo ser
conhecido na sua totalidade. Este Uultimo aspecto serd com maior pormenor
desenvolvido posteriormente (Padayatty, et al., 2001; Gonzalez, et al., 2005; Wilson,
2005; Igbal, et al., 2004).

Doses elevadas de vitamina C sdo usadas no tratamento e prevencdao de um
vasto nimero de doencas, tais como diabetes, cataratas, glaucoma, degeneracdo
macular, arteriosclerose, derrame cerebral, doencas cardiacas e cancro. Por outro
lado, a deficiéncia em vitamina C resulta na subhidroxilagcdo do colagéneo necessario

para o tecido conjuntivo, nomeadamente dos o0ssos e dentina (constituinte maioritario
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dos dentes). Outras consequéncias da caréncia de vitamina C sdo anemia, escorbuto,
fraqueza, depressdo, retencdo de fluidos, hemorragia ao nivel das gengivas,
degeneracdo muscular, cicatrizacdo lenta de feridas aumentando a susceptibilidade as

infeccOes, hemorragias capilares e disturbios nervosos (lgbal, et al., 2004).

1.2. Metabolismo

1.2.1. Absorg¢ao, Armazenamento e Excre¢ao

Os humanos apenas obtém a vitamina C exogenamente, cuja absor¢do ocorre
na mucosa bucal, estdbmago e intestino delgado. A ingestdo do AA ou da sua forma
oxidada, DHA, aumenta a concentracdo plasmatica de ascorbato (a forma
predominante da vitamina C a pH fisioldgico) em individuos normais. A administragado
de 1 a1,5 g resulta numa absor¢do de 50 % enquanto, uma taxa de absor¢ao de 98 % é
atingida com uma administracgdo inferior a 20 mg, isto é, a taxa de absorcao intestinal
diminui a medida que aumenta a dose de AA administrada. Apds a absorcdo pelas
células epiteliais do intestino delgado, a vitamina C é difundida para os capilares
circundantes e posteriormente para o sistema circulatério. No rim, o AA é filtrado
pelos capilares glomerulares para a capsula de Bowman pelo mecanismo normal de
filtracdo glomerular. Ao passar pelo tubulo contornado proximal, o AA é reabsorvido
para os capilares circundantes através das células epiteliais renais por transportadores
activos especificos. Assim, a diferenca entre a quantidade de AA filtrado e reabsorvido
constitui a excrecdo renal. Desta forma, a absorcdo intestinal e a excre¢do renal

determinam a biodisponibilidade de vitamina C, ou seja, a concentracdo intracelular
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maxima efectiva da vitamina C (Wilson, 2005; Igbal, et al.,, 2004; Helwig; Li, et al.,
2007).

A vitamina C é armazenada pelos tecidos e sangue, e esta presente nos tecidos
em concentracées 3 a 10 vezes superiores as do plasma, devido a ac¢do de sistemas
(“bombas”) de transporte activo. A quantidade total de vitamina C no corpo humano
estima-se em 20 mg/Kg, o que corresponde a uma concentracdo plasmatica de 57 uM.
Encontra-se em maiores concentracdes nas glandulas pituitarias e adrenais e no
cristalino, ao contrario da saliva e plasma onde se encontra em menores
concentracdes. Estd também presente em niveis intermédios noutros tecidos, tais
como, rins, cérebro, figado, pulmdes e tirdide. Por outro lado, as suas propriedades
hidrossollveis determinam que a eliminacdo da vitamina C seja essencialmente renal,
ndo permitindo o seu armazenamento no tecido adiposo. De salientar que os rins
desempenham o papel de maior relevancia tanto na excre¢do como na retengao da
vitamina C, na medida em que, regulam a sua concentracdo tecidular. Se o nivel basal
for inferior ou igual a 1500 mg, o AA e o DHA podem ser reabsorvidos pelos tubulos
renais. Neste caso, ndo ocorrerd excrecdo urinaria da vitamina C. Contudo, para niveis
entre 1500 e 3000 mg verificar-se-a a saturacdo dos tecidos e consequentemente a
excrecdo através da urina. De facto, o threshold renal dos niveis de ascorbato no

plasma é entre 0.8 e 1.4 mg/dL (Gonzalez, et al., 2005; Helwig).

1.2.2. Transporte

Os sistemas de transporte associados a membrana plasmatica celular

determinam a distribuicdo da vitamina C entre os fluidos extra e intracelulares. A
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difusdo simples, a difusdo facilitada e os mecanismos de transporte activo contribuem
para o transporte do AA ao nivel da membrana celular. A difusdo simples podera
ocorrer ao nivel da boca e do estdmago, porém, considera-se ser apenas uma pequena
percentagem de captacdo. Isto porque, o facto de ser um composto polar e de possuir
massa molecular relativamente grande ndo lhe permite atravessar rapidamente a
membrana. Assim sendo, o fluxo da vitamina C para dentro e fora da célula é
essencialmente controlado por difusdao facilitada e transporte activo, os quais sdo
mediados por proteinas membranares de classes distintas, transportadores de glicose
(GLUT — glucose transporters) e transportadores de vitamina C dependentes de sddio
(SVCT — sodium vitamin C cotransporters), respectivamente (Padayatty, et al., 2001;
Wilson, 2005; Li, et al., 2007).

Tal como supracitado, quando actua como antioxidante ou cofactor enzimatico,
o AA é oxidado em DHA. Para ambos os sistemas que medeiam o transporte do AA e
do DHA, as taxas de uptake inicial saturam com o aumento da concentracdo de
substrato externo, reflectindo interac¢bes de elevada afinidade que poderdo ser
robustamente modeladas pela cinética de Michaelis-Menten. A equacado de Michaelis-
Menten (1) descreve a relagdo quantitativa entre a velocidade inicial V,, a velocidade
maxima Vmax, @ concentracao inicial de substrato [S] e a constante de Michaelis K.,, que
representa a concentracdo de substrato necessdria para atingir metade da Vs,

medindo a afinidade de uma enzima pelo substrato (Wilson, 2005; Mariotto, 2006).

A J'.'m:ir I:‘S]

0= K. +[5] (1)
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1.2.2.1. Transporte indirecto via GLUTs

O DHA passa através da membrana por um mecanismo especifico de difusdo
facilitada, transporte a favor do gradiente, mediado pelos GLUT. Este mecanismo é
usado indirectamente pela célula para transportar a forma reduzida da vitamina C, o
AA, para o seu interior, através de trés passos: oxidacdo extracelular do AA com
formacdo de DHA, seguida do transporte do DHA pelos GLUT para o interior da célula
e, posteriormente, a redugdo intracelular do DHA em AA (Figura 2). Este processo
desenrola-se devido ao facto da glicose inibir a captacdo de AA, mas ndo o de DHA.
Contudo, verifica-se uma competi¢do entre as moléculas de DHA e glicose pelas GLUT,
a qual é dependente do tipo de células em questdo e, consequentemente, interfere na

captacdo de ambas. Além da inibicao pela glucose, os GLUT estdo também sujeitos a

um controlo hormonal (Wilson, 2005; Li, et al., 2007).

e—

Figura 2 - Mecanismo de transporte da vitamina C pelas GLUT. No meio extracelular o AA é
oxidado a DHA. O DHA é importado pelos GLUT a favor do gradiente de concentragdo e
novamente reduzido a AA no interior da célula. Retirado de (Li, et al., 2007).
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Tendo por base a afinidade do DHA para os GLUT, estudos realizados
comprovam que entre as varias isoformas GLUT, as GLUT1 e GLUT3 sdo responsaveis
pelo influxo do DHA. Estas estdo essencialmente presentes nos osteoblastos, células
musculares e retinianas, mediando assim o influxo de DHA nas mesmas. As GLUT1 sdo
também expressas nas células endoteliais da barreira hemato-encefélica e poderado ser
parcialmente responsdveis pela acumulacdo da vitamina C no cérebro o que, no
entanto, se torna insignificativo face a acumulagdo da mesma pelos SVCT (Wilson,
2005; Li, et al., 2007).

E de suma importancia referir que o mecanismo de difusdo facilitada pelas
GLUT tem sido implicado na proteccdo contra o stresse oxidativo, assunto que serd

abordado com maior detalhe posteriormente (Wilson, 2005; Li, et al., 2007).

1.2.2.2. Transporte directo via SVCTs

Como referido anteriormente, a vitamina C pode ser directamente
transportada para o interior das células por mecanismos de transporte activo
controlado pelas SVCT (Figura 3). Baseado nos valores de constantes K,,, os SVCT tém
maior afinidade para o AA do que os GLUT e sdo, por isso, considerados os
transportadores com maior afinidade para a vitamina C. Este mecanismo é um
exemplo de transporte activo secundario, visto que permite o transporte do AA
através da membrana celular, a favor do gradiente electroquimico de sédio, mantido

pela bomba sédio-potdssio (Wilson, 2005; Li, et al., 2007).
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Figura 3 - Mecanismo de transporte da vitamina C pelos SVCT. O AA é transportado por um
mecanismo de transporte acoplado ao sédio. Consequentemente, o excesso de sédio
intracelular é activamente exportado por troca de potassio extracelular através da bomba
sodio-potassio ATPase. Retirado de (Li, et al., 2007).

Tal como os GLUT, os SVCT possuem duas isoformas: SVCT1 e SVCT2, cuja
andlise revela que o SVCT2 tem maior afinidade, porém, menor capacidade de
transporte do AA que o SVCT1. Contudo, é ainda desconhecido se esta caracteristica
do SVCT1 é uma propriedade inerente a mesma ou se é simplesmente resultado da
existéncia desta proteina em maior concentragdo na membrana plasmatica do que o
SVCT2. Para além desta diferenca, estas duas isoformas possuem também
distribuicdes e fungdes distintas: o SVCT1 expressa-se predominantemente nas células
epiteliais, nomeadamente do intestino, rim e figado, e pode transportar quantidades
de ascorbato superiores as necessidades destas células. Por outro lado, o SVCT2 estd
presente em células especializadas e metabolicamente activas, tais como, células do
cérebro, olho e placenta e pensa-se estar envolvido na manutencdo dos niveis

intracelulares de vitamina C vitais para a fun¢do neuronal e protecgdo contra o stresse
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oxidativo. De realgcar que a maior capacidade de transporte do SVCT1 é apropriada as
células epiteliais que transportam quantidades de AA superiores as que necessitam
para o seu uso interno. Por outro lado, as afinidades de ambas as proteinas sao
suficientemente elevadas para permitir as células absorver eficazmente o AA do fluido
extracelular onde, na maioria dos tecidos, excepto estdbmago, olho e sistema nervoso
central, a concentracdo de AA é aproximadamente os 20 — 80 puM normalmente
encontrados no plasma (Wilson, 2005; Li, et al., 2007).

O cotransporte do AA dependente de sddio pode ser cineticamente regulado
pela alteracdo das concentracdes dos substratos transportados ou pelo potencial de
membrana. A expressdao do SVCT1 é atenuada por elevadas concentracGes de AA in
vitro. Consequentemente, a subregulacdo do SVCT1 pode limitar a concentracdo
maxima de vitamina C plasmatica atingivel por ingestdo oral. De modo semelhante, o
SVCT2 ¢é sensivel a alteragcdes dos niveis intracelulares de AA, o que poderd
desempenhar um papel regulador na manutencdo da homeostase do AA no interior da
célula (Wilson, 2005; Li, et al., 2007).

A medida que a concentracdo intracelular do AA aumenta a niveis
farmacoldgicos, a taxa de transporte do mesmo é atenuada. Consequentemente, os
niveis fisiolégicos normais do AA sdo restabelecidos, o que constitui um obstaculo as
estratégias de obtencdo de doses elevadas de vitamina C, tendo em vista a proteccdo
antioxidante e/ou outro beneficio clinico conferido pela mesma. Uma consequéncia
importante da regulacdo do substrato poderd ser a maior eficiéncia verificada na
absorcdo ao nivel do intestino, na conservacao pelo rim e na captacdo pelas células
alvo de doses descontinuadas, mais do que a eficiéncia revelada com a administragdo

continua de AA. Tal como referido anteriormente, o fluxo de AA pode também ser
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controlado por alteracées do potencial de membrana, na medida em que os
transportadores SVCT implicam o envolvimento de dois catiGes sédio para cada anido
ascorbato transportado. As variacdes do potencial de membrana conduzem a
alteracdo do gradiente electroquimico e, consequentemente, da energia livre do
sistema de transporte. Mais particularmente, a despolarizacdo da membrana abranda
a captacdo de AA para o interior da célula (Wilson, 2005; Li, et al., 2007).

Para além dos factos referidos, o transporte do AA pode também ser regulado
pelo pH, sendo 7,5 o valor considerado éptimo para que ocorra o transporte através
dos SVCT. Isto é, a acidificacdo dos meios extracelular e/ou citoplasmatico inibe o
transporte do AA, visto que a poténcia dos protées excede aquela que pode ser
explicada pela protonacdo do ascorbato; assim sendo, os protdes inibem os sistemas
de transporte podendo actuar directamente nas proteinas transportadoras, reduzindo
assim, a afinidade das mesmas para o ascorbato (Wilson, 2005).

E deveras importante enfatizar que os mecanismos de transporte da vitamina C
variam conforme os tipos celulares em questdo, nas quais o transporte pode ser
alterado consoante a afinidade de ligacdo do substrato, a capacidade de translocacdo
de cada transportador ou o numero de proteinas transportadoras presentes na
membrana plasmatica (Wilson, 2005; Li, et al., 2007).

Em suma, os dois maiores transportadores de vitamina C, os GLUT e os SVCT,
regulam os niveis da mesma, tendo por isso que ser considerados em tratamentos que
tém como objectivo atingir niveis elevados de vitamina C intracelular. Métodos
alternativos de administracdo de vitamina C, tais como a administracdo intravenosa
(i.v.), permitem aumentar temporariamente a concentracdo efectiva de vitamina C

intracelular a niveis farmacoldgicos. Por outro lado, tratamentos que alteram a
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actividade dos transportadores de vitamina C especificos podem potenciar a
acumulacao localizada de ascorbato e por isso ser utilizados em casos em que o alvo
da terapia é um tecido especifico. Contudo, algumas destas estratégias requerem o

conhecimento mais aprofundado da actividade fisioldgica e distribuicdo nos tecidos

dos varios transportadores in vivo (Li, et al., 2007).

1.3. Vitamina C & Cancro

O cancro é um problema global de saude publica com niveis de mortalidade
acrescidos nos ultimos anos (Figura 4). Durante as Ultimas trés décadas, tentativas
extensivas tém sido feitas tendo em vista o tratamento do cancro e,
consequentemente, os consideraveis beneficios para o doente que se poderdo atingir

(Lee, et al., 2003).
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Figura 4 - Total de mortes por ano devido a cancro nos Estados Unidos nos anos 1971 e 2002.
Retirado de (Lee, et al., 2003).

A eficacia das terapias antitumorais padrdo como a cirurgia, a quimioterapia e a
radioterapia, parece ter atingido um patamar. Consequentemente, abordagens
adicionais e inovadoras para o tratamento do cancro deverdo ser desenvolvidas. Uma
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das promissoras abordagens que se tem evidenciado relaciona-se com as vitaminas
antioxidantes, de tal forma que nos Ultimos anos, o seu potencial quimiopreventivo
tem sido consideravelmente analisado. Estudos epidemioldgicos e laboratoriais
indicam que um elevado consumo de vegetais e frutos ricos em antioxidantes poderao
diminuir o risco de cancro. Paralelamente, elevadas concentracGes destes inibem o
crescimento de varias células tumorais, reduzem a toxicidade nas células normais e
melhoram o efeito dos agentes terapéuticos in vitro e in vivo. Contudo, os aspectos
criticos do uso de doses elevadas de antioxidantes em combinacdo com a radio e a
guimioterapia residem essencialmente no receio de que as vitaminas antioxidantes
protejam tanto as células normais como as tumorais dos radicais livres produzidos pela
irradiacdo e pela maioria dos agentes quimioterapéuticos. No entanto, tais
preocupacbes ja foram consideradas invalidas com base em vdérios estudos
experimentais e/ou clinicos realizados e publicados (Moss, 2006; Walingo, 2005; Lee,
et al., 2003; Prasad, et al., 1999).

No que diz respeito aos mecanismos de ac¢cdo dos antioxidantes, é sabido que
muito ainda ha para explorar; contudo, existem dados considerdveis que permitem
sugerir que determinados antioxidantes, administrados sob circunstancias controladas,
poderdo significativamente aliviar os efeitos indesejdveis das ja referidas terapias, e
longe de prejudicar os seus beneficios, poderdo mesmo contribuir para a melhoria das
mesmas. Cada vez mais doentes tém usado suplementos nutricionais que incluem
antioxidantes a par das terapias convencionais. De facto, 60% dos doentes portadores
de cancro usam vitaminas, e tém reportado melhor qualidade de vida do que os

restantes (Deuter; Moss, 2006; Walingo, 2005; Lee, et al., 2003).
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Os antioxidantes protegem o organismo da exposicdo a factores ambientais e a
radicais livres destrutivos, produzidos aquando da utilizacdo do oxigénio para produzir
energia. O efeito dos antioxidantes no crescimento, diferenciacdo e morte das células
tumorais tem sido estudado em modelos de culturas celulares, em modelos animais
com tumores, nomeadamente, em ratinhos atimicos e em doentes com determinado
tipo de tumores. Estes estudos tém revelado que as vitaminas, quando usadas
isoladamente, podem induzir apoptose selectiva e inibir ou estimular o crescimento
das células cancerigenas, dependendo da concentracdo. Estes efeitos dependem do
tipo, forma, taxa de administracdo e concentracdo das vitaminas e do tipo de tumor
(Moss, 2006; Walingo, 2005; Lee, et al., 2003; Prasad, et al., 1999).

A vitamina C tem sido considerada um dos mais importantes antioxidantes, e
consequentemente, das vitaminas com maior potencial para a terapia do cancro.
Assim, o seu estudo tem incidido essencialmente em duas vertentes: os efeitos de
elevadas concentracdes de AA no desenvolvimento e progressdao de tumores e os
mecanismos de accdo que poderdo contribuir para o seu efeito anti-cancerigeno.
Apesar de ter uma histéria bastante controversa na terapia do cancro, contudo, cada
vez mais se considera o AA um importante agente terapéutico para o tratamento do
cancro (Gonzalez, et al., 2005; Li, et al., 2007).

Alguns estudos em doentes portadores de cancro evidenciam que a
concentracdo de vitamina C plasmadtica esta inversamente relacionada com a
mortalidade devido a cancro. Contudo, resultados contraditorios tém também sido
reportados. A inconsisténcia da correlacdo vitamina C — cancro e a escassez de dados

validados para a sua ac¢do terapéutica tém sido pontos de impedimento a
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exequibilidade do uso da vitamina C no tratamento e prevencao do cancro (Gonzdlez,
et al., 2005; Li, et al., 2007; Walingo, 2005).

A ideia do uso da vitamina C como agente terapéutico foi inicialmente proposta
ha cerca de 50 anos atrads por McCormick, que postulou que o AA conferia proteccdo
contra o cancro pela sua ac¢do no aumento da sintese de colagénio. Posteriormente,
Cameron et al. num estudo controverso mostrou que a administracdo de elevadas
concentracdes de AA contribuia para a reducdo do crescimento de vdrios tumores
humanos, assim como, para o aumento do tempo de sobrevivéncia de doentes com
cancro terminal. Cameron e Campbell em 1974 publicaram um estudo que incluia 50
pacientes, de entre os quais alguns pareceram demonstrar beneficios do tratamento
com elevadas doses de AA em administracdo continua por via intravenosa (i.v.) e oral.
Cameron e Pauling continuaram os estudos, mas agora em doentes nos quais a terapia
convencional se mostrou ineficaz. Concluiram entdo que doses elevadas de AA
aumentavam a sobrevivéncia e contribuiam para a melhoria da qualidade de vida e
bem-estar (Cameron, et al., 1974; Padayatty, et al., 2005; Li, et al., 2007; Padayatty, et
al., 2006).

A inconsisténcia do potencial terapéutico da vitamina C surgiu em
consequéncia dos estudos realizados por Cameron nao terem sido randomizados nem
ter havido um grupo controlo, levando a sua ndo-aceitacdo pela comunidade cientifica.
Paralelamente, Moertel efectuou dois estudos, estes sim randomizados e incluindo
grupo controlo, com cerca de 100 doentes com cancro em estado avangado, aos quais
foram administradas doses elevadas de AA via oral. Os resultados por Moertel obtidos

nao revelaram quaisquer beneficios para os doentes. Ambos os factos conduziram
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durante anos a descredibilizagdo do efeito terapéutico da vitamina C (Padayatty, et al.,
2004; Padayatty, et al., 2005; Padayatty, et al., 2006; Li, et al., 2007).

Contudo, novos conhecimentos da farmacocinética e da farmacodinamica do
AA, assim como, a disponibilidade de novos dados clinicos tém permitido uma
compreensdo mais completa destes aspectos criticos, na medida em que tém
aperfeicoado a compreensdo, tanto da regulacdo dos mecanismos de transporte da
vitamina C, como da evidéncia da eficicia terapéutica da mesma, estimulando o
interesse da reavaliacdo da sua aplicacdo na prevencao e tratamento do cancro

(Padayatty, et al., 2001; Chen, et al., 2005; Gonzalez, et al., 2005; Li, et al., 2007).

1.3.1. Administracgao i.v. vs. oral

Tal como citado anteriormente, apds Cameron, Campbell e Pauling reportarem
efeitos benéficos do uso de elevadas doses de vitamina C no tratamento do cancro,
estudos clinicos aleatdrios realizados por Moertel ndo apresentaram quaisquer
beneficios para os doentes, e consequentemente, o potencial terapéutico do AA foi
julgado como ineficaz, e descartado. Porém, um facto de extrema relevancia pode
explicar os resultados contraditérios: as diferentes concentracbes de vitamina C
plasmadtica atingidas por diferentes métodos de administracdo. Nos estudos de
Cameron et al. a vitamina C foi administrada via i.v. e oral, enquanto nos estudos de
Moertel foi administrada unicamente por via oral, o que invalida a comparacdo dos
resultados (Padayatty, et al., 2004; Padayatty, et al., 2005; Li, et al., 2007).

As taxas de administracdo oral ou i.v. podem produzir concentracdes

plasmaticas de vitamina C substancialmente diferentes. Resultados obtidos em
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estudos farmacocinéticos realizados em pessoas saudaveis demonstram que, quando
administrada oralmente, as concentra¢cdes plasmaticas de vitamina C sdo
restritamente controladas. Tanto a toma de suplementos orais como a ingestdo de
alimentos ricos em vitamina C ndo alteram em grande escala os valores normais das
concentrac¢Oes plasmaticas da mesma. O consumo de frutos ou vegetais 5 a 9 vezes
por dia permite atingir concentragbes plasmaticas de 80 UM ou até menos; mesmo
com a administracdo oral diaria de 3 g (em 6 vezes) os valores ndo excedem os 220
UM. Por outro lado, doses intravenosas poderdo originar concentra¢des 30 a 70 vezes
superiores ao maximo de doses orais toleradas, isto é, pode atingir concentracdes
superiores a 15000 uM. Esta discrepancia pode ser devida ao facto da administracdo
oral ser limitada pela eliminacdo do excesso de AA pelos rins. Por sua vez, a injeccdo
i.v. como prescinde do sistema de reabsorcdo renal, permite a obtencdo de
concentracdes de AA plasmatico muito mais elevados. De referir que ambos os
resultados tém relevancia clinica, visto que estudos realizados mostram que é possivel,
in vivo e por injeccdo i.v., manter os niveis de AA suficientemente elevados para que
este possa actuar como um agente terapéutico (Padayatty, et al., 2004; Li, et al., 2007).

Estudos in vitro revelam que concentragdes fisioldgicas de AA (0,1 mM) nao
mostraram quaisquer efeitos nem em células tumorais nem em normais. Todavia, em
concentragdes farmacoldgicas (0,3-20 mM), atingiveis in vivo via i.v., o AA mata
selectivamente células tumorais. Esta accdo citotdxica é explicada pela propriedade
pré-oxidante da vitamina C, a qual, em concentracdes elevadas, medeia a producdo de
espécies reactivas de oxigénio (ROS — reactive oxygen species), que actuam como

potentes oxidantes intracelulares (Li, et al., 2007).
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1.3.2. Stresse Oxidativo

Paralelamente, e correlacionados com os estudos clinicos que tém sido feitos
para avaliar os efeitos anti-cancerigenos das elevadas doses da vitamina C, estudos
experimentais tém sido desenvolvidos, com o objectivo de investigar os mecanismos
de accdo do AA que contribuem para o seu efeito terapéutico. Estes estudos incluem
as funcdes antioxidante e proé-oxidante da vitamina C, a sua capacidade de modular a
transducdo de sinal e a expressdo génica, e o seu potencial papel citotdéxico nas
metastases tumorais. Embora a vitamina C seja conhecida por estimular a fungdo
imunitaria, inibir a formacdo de nitrosaminas e bloquear a activacdo metabdlica de
carcinogéneos, os seus efeitos preventivos poderdo estar sobretudo associados a
proteccdo contra o stresse oxidativo. Em concentragdes fisioldgicas, a vitamina C é um
potencial “removedor” de radicais livres no plasma, protegendo as células de lesdo
oxidativa causada pelas espécies reactivas de oxigénio (Li, et al., 2007; Lee, et al., 2003;
Valko, et al., 2007; Ribeiro, 2000; Lutsenko, et al., 2002)).

Radicais livres podem ser definidos como moléculas ou fragmentos de
moléculas contendo um ou mais pares de electroes desemparelhados em orbitais
atomicas ou moleculares, o que usualmente lhes confere um grau de reactividade
guimica elevado (Valko, et al., 2007).

As ROS, tais como perdxido de hidrogénio (H,0,), radical superdxido (0,7),
radical hidroxilo (OH®) e o oxigénio singleto (*0,) s3o produtos do metabolismo celular
normal, produzidos pelas células por vdrias vias, sendo o seu maior produtor a
mitocondria. Mais especificamente, sdo normalmente produzidas por enzimas

altamente reguladas, como as isoformas das NADPH oxidase, embora a sobreproducao
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das ROS resulte, essencialmente, da reducdo incompleta do oxigénio na cadeia
respiratéria mitocondrial. Aqui ocorre o transporte de electrdes, através de varios
complexos enzimaticos, com reducdo de oxigénio a agua e consequente sintese de
ATP. A reducdo incompleta do oxigénio ou a estimulacdo excessiva da NADPH oxidase
por citocinas sdo entdo mecanismos responsaveis pela formacdo destas espécies
reactivas (Lee, et al., 2003; Valko, et al., 2007).

As ROS, apesar de reactivas, possuem uma semi-vida biolégica curta e,
consequentemente, uma ac¢do a nivel celular de cardcter transitério. A Figura 5
apresenta algumas das reaccdes de formacdo das ROS. A presenca de metais de
transicdo descompartimentalizados conduz a formagdo do radical hidroxilo altamente
reactivo, pelas reac¢des de Fenton (eq. 2) e Haber-Weiss (eq. 3) (Valko, et al., 2007;
Ribeiro, 2000).

RELATIVAMENTE
BENIGNO

OH —H 3 H.0

e’ lao
02 +le- a o +2H%e- ){\(’p:‘ Hidroxilo
2 SoD ) ¥e-
Radical .
Superdxido OH. +1e-+H a HZO

Radical
Hidroxilo

POUCO REACTIVO

Danifica materiais O seu perigo ea e todas
bioldgicos advém da sua as biomoléculas
(DNA e Lipidos) transformacdo em (DNA, Proteinas,
OH® aglcares e Lipidos)

Figura 5 - Formagdo das ROS e sua relagio com os sistemas biolégicos. Estdo ainda
representadas as defesas antioxidantes enzimaticas, a superdxido dismutase (SOD) e a catalase
(CAT), responsaveis pela destoxificacdo do radical superéxido (0,") e do peréxido de hidrogénio
(H,0,), respectivamente.
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H,0, + Fe’* ——OH" +Fe*" + OH~ (2)

3 - 2
Fe ++02 —>Fe™ -|-O2 (3)

As ROS e o stresse oxidativo (SO) tém sido implicados em multiplos processos
fisiolégicos, tais como, no envelhecimento, na activacdo de vias de transducao de sinal
envolvidas no crescimento, diferenciacdo e morte celular, na fungcdo imunitaria e em
vdrias doencgas, como a aterosclerose e o cancro. Alguns destes processos estdo
relacionados com a concentracdo das ROS e, consequentemente, com o nivel de SO.
Em baixas concentracdes, as ROS podem induzir a proliferacdo celular, enquanto que
em elevadas concentracdes podem activar vias de sinalizacdo celular que conduzem a
paragem do ciclo celular e a morte celular por apoptose e/ou necrose (Figura 6)
(McEligot, et al., 2005; Li, et al., 2007; Ribeiro, 2000).

A apoptose é um processo de morte celular programada, resultado da
activacdo de um programa genético de suicidio celular, dependente de ATP (trifosfato
de adenosina). Sdo caracteristicas de morte por apoptose a retrac¢do de volume, a
formacdo de blebs na membrana plasmatica, que se mantém integra, e a
fragmentacdo nuclear com formacdo de corpos apdpticos. Pelo contrario, a necrose é
um tipo de morte celular muito mais violenta, que ocorre quando a célula é exposta a
um estado de stresse extremo; neste caso, a membrana plasmatica é destruida, o
conteudo citoplasmatico extravasa para o exterior e apenas o nucleo mantém a sua

integridade (Ribeiro, 2000).
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Figura 6 - Participacdo do stresse oxidativo na proliferagio e morte celular. Retirado de
(Ribeiro, 2000).

O balanco entre ambos os efeitos das ROS é obtido por mecanismos de
“regulacdo redox”, responsdaveis pela proteccdo dos seres vivos do stresse oxidativo e
manutencdo do “equilibrio redox”, permitindo o funcionamento celular normal. Em
condicbes patoldgicas o estado redox da célula pode ser alterado para valores
divergentes dos normais , originando o estado de doenca (Li, et al., 2007; Lee, et al.,

2003; Valko, et al., 2007).

1.3.2.1. Efeito antioxidante

Como vimos, apesar da producdo de ROS resultantes do metabolismo celular, a
homeostasia é mantida por sistemas que envolvem: mecanismos de prevencdo, de
reparacao, defesas fisicas e defesas antioxidantes enzimaticas e ndo-enzimaticas. As
defesas antioxidantes enzimaticas incluem: a superdxido dismutase (SOD) enzima
responsavel pela dismutacdo do O,", a peroxidase do glutatido (GPx) que actua na

remocdo do H,0,, a catalase (CAT) responsavel pela destoxificagdo do H,0,. Por outro
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lado, as ndo-enzimaticas sdo, entre outras, o AA, o a-tocopherol (vitamina E), a
glutationa reduzida (GSH), os carotendides e os flavonéides (Valko, et al., 2007).

Um elevado estado oxidativo no interior da célula pode ser extremamente
nocivo, resultando na producdo de radicais livres, que por sua vez conduzem a
peroxidacdo lipidica, mutacGes do ADN implicadas na iniciacdo de tumores, e
nitrosilacdo e formacao de ligacbes dissulfeto em proteinas. Por sua vez, o aumento da
producdo de ROS causado pela exposicdo a agentes carcinogénicos, actuando nas
células normais, pode resultar na iniciacdo, promogdo e consequente progressdo do

cancro e outras doencas degenerativas (Figura 7) (Li, et al., 2007; Lee, et al., 2003).
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Level of oxidative stress

Figura 7 — Relacdo entre o nivel de stresse oxidativo e os processos de promog¢do do tumor, de
mutagénese e de apoptose/necrose. Retirado de (Valko, et al., 2007).

O desequilibrio redox celular induzido pelo stresse oxidativo relaciona-se com a
estimulacdo oncogénica, visto ter sido descoberto estar presente em vérias células
cancerigenas em comparac¢ao com células normais. Como referido anteriormente as
ROS lesam o ADN e interferem na expressdo de alguns genes envolvidos na regulacdo
de varias vias de transducdo de sinal, podendo estar implicadas no processo de

carcinogénese. Consequentemente, os antioxidantes poderdo ajudar a prevenir e
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tratar o cancro por varios mecanismos, tais como, pela preservagdo da regula¢do do
ciclo celular normal, pela inibicdo da proliferacdo celular anémala e indugdo da
apoptose, pela inibicdo da invasdo tumoral, angiogénese e inflamacdo (Valko, et al.,
2007).

Como antioxidante, o principal papel da vitamina C é neutralizar os radicais
livres, pois estes necessitam de um par de electrGes para recuperar a sua estabilidade.
Como a vitamina C é uma excelente fonte de electrGes pode doar-lhes electrdes e
extinguir a sua reactividade, reflectindo desta forma a sua capacidade como agente
redutor, reduzindo potencialmente o stresse oxidativo. Este mecanismo é manifesto
numa série de fungbes citopreventivas sob condicbes fisioldgicas, as quais incluem a
prevencao de muta¢cGes do ADN, impedindo a oxidacdo das bases, a proteccdo dos
lipidos membranares da lesdo peroxidativa e a reparacdo de residuos aminoacidos
oxidados mantendo assim a integridade proteica. Tendo em conta, que as mutagdes
do ADN sdo as maiores responsaveis pelo desenvolvimento do cancro, a atenuacdo da
oxidacdo intracelular pela vitamina C constitui um potencial mecanismo

anticancerigeno (Li, et al., 2007; Lee, et al., 2003).

1.3.2.2. Efeito pré-oxidante

Paradoxalmente, estudos em vdrias linhas celulares diferentes revelam que
elevadas concentracdes de AA produzem efeitos citotdxicos associados a inibicdo da
proliferacdo celular. Estes estudos tém associado este efeito citotdxico do AA ao facto
deste poder desempenhar fungcdes como pré-oxidante, isto é, promovendo o stresse

oxidativo. A actividade pré-oxidante da vitamina C pode ocorrer devido a presenca de
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metais livres de transicdo como o cobre e o ferro. Assim, o AA in vitro reduz o ido ferro
livre, o qual pela reaccdo de Fenton (eq. 2) produz radicais hidroxilo a partir de H,0,.
Este radical, extremamente reactivo, reage rapidamente com macromoléculas
celulares criticas, como o ADN, o que podera originar a mutagénese e consequente
iniciacdo do cancro. O potencial pré-oxidante intrinseco da vitamina C poderd
contribuir para as suas propriedades citotdxicas selectivas, visto que se revela ser mais
evidente em células tumorais causando a sua morte (Gonzalez, et al., 2005; Li, et al.,
2007; Lee, et al., 2003).

Sumariamente, as func¢Bes da vitamina C como prd-oxidante e/ou antioxidante
sdo determinadas, pelo menos, por trés factores: o potencial redox no ambiente
celular, a presenca ou auséncia de metais de transicdo e as concentracdes locais de AA

(Li, et al., 2007).

1.3.3. Citotoxicidade selectiva

Para além das vantagens supracitadas, a vitamina C possui outras vantagens
que a distinguem de outros agentes quimioterapéuticos. Além de matar
preferencialmente as células neopldsicas, ndo suprime o sistema imunitdrio, como
outros agentes citotdxicos, nem provoca a supressdao da medula éssea. Para além
disso, aumenta a resisténcia animal e humana a agentes infecciosos, melhorando a
linfopoiese e a imunidade celular, a actividade bactericida dos neutréfilos e a
modulacdo de proteinas complementares. Refere-se também a sua importancia no
fortalecimento da integridade estrutural da matriz extracelular, a qual é responsavel

pela resisténcia do estroma a invasdo por células malignas (Riordan, et al., 1994).
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Dados recentemente obtidos revelam algumas informagdes deveras
importantes para a abordagem deste trabalho. Estudos in vitro mostram que
concentracdes farmacolégicas de AA (0,3-20 mM) matam as células tumorais,
preservando as células normais (efeito verificado em varias linhas celulares diferentes).
Esta resposta anti-cancerigena selectiva é dependente do tempo de incubacdo do AA e
da sua concentragdo extracelular, sendo independente da concentragdo intracelular do
mesmo. Quanto ao mecanismo de transporte da vitamina C nas células tumorais, sabe-
se que é efectuado somente pelos GLUT. Por outro lado, a morte celular pode
depender da formacdo de ROS mediada pela oxidacdo metabdlica do AA em DHA. De
referir que as concentracdes de AA necessdrias para este efeito citotdxico selectivo
podem ser atingidas por administracdo i.v. e em condi¢des que reflectem um potencial
uso clinico (Agus, et al., 1999; Chen, et al., 2005; Riordan, et al., 1994; Padayatty, et al.,
2005; Li, et al., 2007).

Apesar de tudo, o mecanismo de citotoxicidade selectiva ainda ndo é
conhecido; no entanto, existem algumas possibilidades que incluem a estimulacdo das
vias apoptdticas e o dano pré-oxidante acelerado que ndo pode ser reparado pelas
células tumorais. Estes factores estdo estreitamente relacionados com varias
propriedades intrinsecas das células tumorais, nomeadamente, a diminuicdo das
concentragdes de enzimas antioxidantes (como a catalase e a SOD), o aumento da
disponibilidade de metais de transicdo e o aumento da oxidacdo do AA que em
elevadas concentragGes plasmaticas, associado a sobrexpressdo das GLUT, promove a
acumulacdo do metabolito instdvel DHA, o que poderd ser tdxico. Todas estas
propriedades intrinsecas contribuem para o incremento das concentracdes

intracelulares de ROS (Padayatty, et al., 2005; Li, et al., 2007).
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Assim, o aumento da producdo de ROS mediado pela vitamina C, associado a
deficiéncia da actividade da catalase nas células neopldsicas e a deficiéncia de metais
de transicdo descompartimentalizados podera redundar na citotoxicidade selectiva da
vitamina C e consequente revelacdo do seu potencial terapéutico (Gonzilez, et al.,

2005; Drisko, et al., 2003; Riordan, et al., 1997).
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O potencial terapéutico da vitamina C tem vindo a ser, cada vez mais, alvo de
atenc¢do por muitos autores, adquirindo maior énfase na ultima década. Todavia, os
mecanismos de citotoxicidade selectiva ainda ndo sdo conhecidos, o que abre caminho
para novos estudos que fornecam conhecimento sobre os mesmos.

No presente trabalho, pretende-se avaliar a citotoxicidade das duas formas da
vitamina C, recorrendo a estudos bioquimicos e imagioldgicos.

Para tal, pretendeu-se desenvolver uma formulacdo farmacéutica, pela

marcacdo radioactiva da forma reduzida do &cido ascérbico (AA) com "

Tc, com a
optimizacdo das diferentes condicdes, para obtencdo de um elevado grau de pureza
radioquimica. Apds obtengo do complexo marcado (**™Tc-AA), pretendeu-se realizar

99mTc—AA, com o intuito de averiguar a presenca intra e

estudos com imagiologia
extracelular da vitamina C, usando uma linha celular de adenocarcinoma do cdlon
(WiDr), estudos que puderam ser complementados com estudos de estabilidade das
duas formas da vitamina C, por HPLC.

Paralelamente, pretendeu-se avaliar a citotoxicidade do AA e do acido
dehidroascérbico (DHA) em células de adenocarcinoma do célon (WiDr), recorrendo a
diversos métodos bioquimicos, nomeadamente, colorimetria e citometria de fluxo.
Desta forma, pretendeu-se avaliar a proliferacado, viabilidade e morte celular, assim
como, possiveis intervenientes nos mecanismos responsaveis pela citotoxicidade da

vitamina C, tais como, espécies reactivas de oxigénio e o potencial de membrana

mitocondrial.

31



Citotoxicidade Selectiva da Vitamina C

2.1. Estudos de Quimica

2.1.1. Preparagio do **"Tc-AA

A marcacdo radioactiva do acido ascérbico necessita da adicdo de um agente

9MTc, constituindo-se assim uma formulagdo

redutor, previamente a mistura com o
farmacéutica. Para a constituicdo desta formulagdo, usamos inicialmente o cloreto de
estanho dihidratado (SnCl,.2H,0); contudo, este agente redutor tornou-se ineficaz,
pelo que foi abandonado, dada a reduzida pureza radioquimica e estabilidade
temporal do composto obtido. Posteriormente, testou-se o cloreto de ferro (lll) (FeCls),
0 que permitiu atingir valores de estabilidade muito maiores. A optimizacdo desta
marcacao radioactiva foi obtida apés variacdao da concentracdo do ligando e do agente
redutor, da actividade do radionuclido, da temperatura e do pH. Apds a avaliacdo
destas condi¢cbes, desenvolvemos uma metodologia de marcacdo em duas fases. Na
primeira fase, a actividade de 296-370 MBq de pertecnetato de sédio (99mTcO4Na),
num volume de 3 mL, adicionaram-se, em frasco previamente argonado, 0,2 mL de
FeCl; 0,1 N (em HCI 0,1 N). Na segunda fase, 200 mg de acido ascérbico (A5960, Sigma)
sdo adicionados a solugdo inicialmente obtida. Apds leve agitacdo, o pH foi levado a
6,5 pela adicdo de 1,2 mL de uma solucdo de NaOH 1 M, o que foi confirmado pelo
método de comparacdo de cores (pH-Fix 4.5-10.0, Machenerey-Nagel). Todo o

procedimento de marcacdao decorreu em atmosfera argonada e com protec¢ao da luz

e, apds marcacao, a solucdo foi mantida a 0 °C durante pelo menos 3 horas.
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2.1.2. Controlo de Qualidade do *°™Tc-AA

Posteriormente ao processo de marcacao da forma reduzida da vitamina C, foi
realizado o controlo de qualidade com o objectivo de determinar a pureza
radioquimica do complexo. A pureza radioquimica de um radiofdrmaco é a fraccdo da
radioactividade na forma quimica desejada em relacdo a radioactividade total. As
impurezas radioquimicas sdo decorrentes da possivel ineficiéncia do processo de
marcacao, resultando da decomposicdo do complexo devido a accdes do solvente,
mudancas de temperatura ou pH, accdo da luz, presenca de agentes redutores ou
oxidantes, e radidlise dos constituintes. Exemplos destas sdo o tecnécio livre (*°™TcOy)
e o tecnécio reduzido e hidrolizado (**™Tc-RH). 0 **™TcO, é a forma resultante do facto
de ndo ter sido reduzido pelo agente redutor ou de estar em maior quantidade
estequiométrica relativamente ao ligando. O *™Tc-RH constitui complexos
hidrofdbicos e coloidais de tecnécio reduzido e hidrolizado ndo ligado provenientes da
hidrdlise do pertecnetato, sendo a principal causa deste facto o excesso de agente
redutor. A presenca destes compostos na solucdo do radiofarmaco resulta na
diminuicdo da qualidade das imagens devido a diferente biodistribuicdo das impurezas
radioquimicas em relacdo ao complexo marcado, donde resulta uma elevada
actividade no sangue e nos tecidos, que constitui a actividade de fundo. Para além
disso, redunda em irradiacOes desnecessarias, com o consequente aumento da
dosimetria no paciente (Robbins, 1984; Saha, 2003).

A pureza radioquimica foi determinada recorrendo a dois métodos
cromatograficos: o HPLC — High Performance Liquid Chromatography (cromatografia

liqguida de alta precisdo) — e a microcromatografia ascendente em camada fina.
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A cromatografia é um processo fisico de separacdo baseado na distribuicdo dos
componentes de uma mistura entre uma fase estaciondria e uma fase modvel
(solvente), tendo em conta as afinidades fisico-quimicas entre os componentes e as

fases.

2.1.2.1. HPLC

A cromatografia liquida de alta precisdo é um método de separacdo de
substancias, que constitui uma ferramenta de andlise baseada em principios de
cromatografia de camada fina e cromatografia de coluna, cujo desempenho tem sido
optimizado em termos de resolucdo, deteccdo, quantificacdo e tempo de andlise. Isto
é, ao invés de, ao longo de uma coluna, o solvente gotejar impelido pela forca da
gravidade, este é forcado a tal sob elevadas pressées, superiores a 400 atmosferas, o
que diminui o tempo de andlise do composto. Esta optimizacdo inclui também a
utilizacdo de particulas de tamanho mais reduzido no material de enchimento da
coluna, melhorando a area de superficie na qual se dardo as interac¢des entre a fase
estacionaria (coluna) e a fase modvel (solvente). S3o precisamente as forcas
intermoleculares entre a amostra e a fase estacionaria, e entre a amostra e a fase
movel, que permitem a separa¢do dos componentes das amostras. Assim, a coluna
retém os componentes que interagem mais fortemente com esta, enquanto aqueles
gue possuem menor afinidade quimica sdo arrastados pela fase mével e, por isso,
primeiramente detectados. Contudo, para que o processo se desenvolva é essencial
gue o solvente apresente caracteristicas especificas. Assim sendo, é imprescindivel que

a fase modvel dissolva a amostra sem que ocorram quaisquer interac¢bes quimicas
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entre elas, possua elevado grau de pureza (para que se possam fazer andlises de
elevada sensibilidade), seja compativel com o detector utilizado e que possua
polaridade adequada para a separacdo dos componentes da amostra.

Dos varios tipos de HPLC disponiveis, usdmos o HPLC de fase-reversa, no qual
se utiliza uma fase estacionaria ndo polar, e fases mdveis aquosas moderadamente
polares, como é o caso da agua misturada com solventes organicos misciveis, de que
sdo exemplo o metanol e o acetonitrilo. Por vezes, para obter uma separacao 6ptima
dos varios componentes da amostra, usam-se dois solventes. Neste caso, é necessario
ajustar-se um gradiente entre os dois com o intuito de obter a melhor separacdo. Apds
a passagem da amostra pela coluna é necessdrio fazer a detec¢do dos seus
componentes, a qual pode ser realizada por espectrofotometria, electroquimica,
fluorescéncia, espectrofotometria de massa, deteccdo de eventos por cintilacdo, entre
outros. Ndo existe nenhum detector cujas propriedades o tornem ideal, e por isso ndo
sdo versateis nem universais, no entanto, possuem propriedades especificas da
aplicacdo a que se destinam. Na andlise de radiofarmacos, tanto o monitor ultravioleta
(UV) como o detector de radiagdo sdo frequentemente usados para medir a
concentracdo dos diferentes componentes da amostra. O monitor UV mede a
absorvancia de luz do eluato, a qual é proporcional a concentragdo do soluto presente
no mesmo. O detector de radiacdo é usado para medir a concentracdo dos
componentes radioactivos no eluato. A maioria dos monitores de deteccdo por
radioactividade possui cristais cintiladores entre dois fotomultiplicadores de elevada
eficiéncia de contagem. Os sinais medidos por estes sdao amplificados e,
posteriormente, quantificados. Esta quantificacdo é efectuada por um processo de

integracdo grafica das deteccBes, por cintilacdo, obtidas (cromatograma). O
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cromatograma é obtido pela relacdo entre o valor real da detec¢do da substancia e o
seu tempo de retencdo. Por sua vez, o tempo de retencdo é o tempo que o composto
leva a percorrer a distdncia desde a coluna até ao detector, o qual se inicia no
momento em que a amostra é injectada e termina no instante em que a altura do pico,
referente a este composto, é maxima. O cromatograma é obtido em contagens por
segundo (CPS) em fungdo do tempo (min) e em milivoltes (mV) em funcdo do tempo
(min) para a detecc¢do por radioactividade e UV, respectivamente (Clark, 2007).

Desta forma, torna-se possivel separar os varios componentes do radiofarmaco
preparado: o AA e o FeCl; por deteccdo UV e o ™Tc-AA, o **™TcO, e o ™ Tc-RH por
radioactividade. Para a andlise por HPLC foi utilizado um equipamento Gilson
composto por UV/VIS-151 Detector, 321-PUMP e 506-C System Interface. A defini¢do
dos métodos de corrida e o processamento dos resultados é feito usando o software
Gina-Star, cuja base de dados armazena automaticamente todos os dados obtidos.

Pmre_AA foi desenvolvido

O método de HPLC para o controlo de qualidade do
usando como fase estacionaria uma coluna Nucleosil com pré-coluna (Hichrom, NC-
100-5C18-250AF), como fase médvel um gradiente de KH,PO,; (0.025 M, pH 3) e
metanol na proporgdo de 96/4 (v/v) e o fluxo constante de 1 mL/min. A deteccdo UV
foi efectuada com o comprimento de onda de 205 nm.

Primeiramente, realizou-se uma passagem pelo sistema durante 60 minutos e
com as mesmas caracteristicas que serao utilizadas para o controlo de qualidade, mas
sem a injeccdo de qualquer amostra. Esta passagem serve unicamente para
estabilizacido do equipamento, nomeadamente, dos detectores UV e de

radioactividade. Apds estabilizacdo, sdo injectados 25 upL de uma solugdo

correspondente ao gradiente da fase mével, para confirmar o desempenho do sistema.
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Aos 30, 60, 120 min e 24 horas, apds a preparacdo do complexo **™Tc-AA,
foram retirados 25 pL do mesmo. Nos devidos tempos cada uma das amostras foi
transferida para a micro seringa do HPLC (Hamilton) e injectada no loop, iniciando-se o
método anteriormente descrito. Cada passagem teve a duracdo de 30 min. Obtiveram-
se também cromatogramas de amostras de PMre.0,, AA frio e FeCls, para tornar
possivel a interpretacdo dos cromatogramas obtidos no controlo de qualidade do
PMTC-AA.

Apds a obtencdo dos cromatogramas desejados, efectuou-se uma outra
passagem que constitui um método de lavagem, com as seguintes caracteristicas: fase
movel com um gradiente de H,0 e metanol (p.a.)/H,0 (9/1) iniciado na proporc¢do de
90/10 e finalizado em 95/5 (v/v), fluxo constante de 1 mL/min, comprimento de onda
de 205 nm, e duracdo de 60 min.

A quantificacdo dos componentes presentes no radiofarmaco foi feita por
integracdo grafica do cromatograma. A integracdo grafica foi feita desenhando ROls
(regides de interesse) do tipo BB, BD e/ou DB com o intuito de minimizar o erro
resultante da proximidade dos diferentes componentes do kit, e do consequente
afastamento do cromatograma da linha basal entre os 3 e os 7 minutos. As ROIs do
tipo BB sdo desenhadas quando os extremos do pico coincidem com a linha basal.
Quando tal ndo acontece, desenham-se ROIs do tipo BD ou DB, tracando-se
perpendiculares do lado do extremo do pico que se encontra afastado da linha basal.
Desta forma, obtiveram-se as dreas sob a curva correspondentes a quantidade de
radioactividade total de cada composto e foi feita a avaliacdo das respectivas
quantidades percentuais em funcdo da radioactividade total detectada. A pureza

99m

radioquimica do radiofarmaco preparado (*°"'Tc-AA) traduz-se na equacgdo (1):
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%" Tc —AA=100—(% *"TcO,” + % *"Tc-RH (1)
4

2.1.2.2. Microcromatografia ascendente

A microcromatografia ascendente em camada fina, ao contrdrio do HPLC,
constitui um procedimento rapido, simples e ndo dispendioso de separacdo dos
componentes de uma mistura e consequente determinacdo da pureza radioquimica. O
principio deste método analitico é a subida da fase mével (solvente) ao longo da fase
estacionaria (adsorvente). A fase estacionaria constitui uma camada fina formada por
um sélido granulado, disposta verticalmente e assente num suporte inerte. Uma
pequena amostra da mistura a analisar é previamente colocada a 1 cm da extremidade
inferior da fase estaciondria, denominada origem, conforme a Figura 8. A medida que o
solvente se move ao longo do adsorvente, estabelece-se um equilibrio para cada
componente da amostra, entre as moléculas da mesma que sdo adsorvidas na fase
estaciondria e as moléculas do solvente. Consequentemente, as diferentes espécies
radioquimicas migram a diferentes velocidades e distribuem-se ao longo do
adsorvente dependendo da sua solubilidade, capacidade de adsorg¢do e carga (forgas
electrostaticas). A distancia que cada componente da amostra migra é representada
pelo valor de R¢ (factor de retencdo), o qual varia entre 0 e 1. Rsigual a 0, significa que
0 composto permaneceu no ponto de aplicagdo (origem), enquanto, Rf igual a 1,
significa que o composto migrou até a frente do solvente (Peres, 2002).

A pureza radioquimica é calculada como a razdo (em %) entre a radioactividade

99m:

do composto marcado, neste caso, " Tc-AA, e a actividade total aplicada. Assim, com

o intuito de se ter um método simples, eficiente e barato de realizar o controlo de
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qualidade do complexo, desenvolvemos dois sistemas cromatograficos, a partir dos
guais se pretende separar o 99mTcO4’ e 0 P ™c-RH. Por sua vez, a percentagem de
9MTc-AA é obtida pelo calculo da equag3o (1) anteriormente descrita.

No sistema A utilizou-se, para fase mével, uma solucdo de cloreto de sddio
(0,9%) e, para fase estaciondria, tiras de Instant Thin Layer Cromatography Silica Gel
(ITLC-SG, Pall Corporation) de 1,5x20 cm. Com este sistema, usando um solvente

99m

hidrofilico, pretende-se separar o >”"'Tc-RH, o qual permanece na origem. Devido as

99m

propriedades hidrossoluveis do AA, espera-se que o Tc-AA suba na frente do

99 - . -
solvente arrastando o ""TcO,". Por outro lado, no sistema B, utiliza-se um solvente

PMreo, que migra na frente do solvente,

organico, com o intuito de separar o
enquanto o PMTc_AA e 0 P Tc-RH permanecem na origem. Assim, neste sistema
utiliza-se, para fase movel, butanona e para fase estacionaria, tiras de 31-ET (Merck)
de 1x10 cm. As tiras de papel que constituem a fase estaciondria foram previamente

marcadas levemente, com ldpis de carvdo, nos comprimentos referidos na Figura 8, a

partir do inicio da tira, consoante se trata de um tira longa ou curta.
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NacCl 0.9%/ ITLC-SG

2cm
Pme-Livre
+
SOmMTe-AA
8,5cm) Butanona/31-ET
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20cm
9%mTec-Livre
3,5cm
10ecm
&5cm 99mTe-RH 3,5cm
S9mTe_RH +
9O9mTe.
o Tc-AA O3
A . B R lcm

Figura 8 - Representagdo esquematica dos dois sistemas de microcromatografia desenvolvidos.

Primeiramente, os solventes foram colocados nos respectivos frascos, num
sistema tapado para saturarem. Aos 10, 20, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos apds a
marcacdo, uma aliquota de 2 puL do composto marcado foi, posteriormente, colocada
na origem de cada uma das tiras, as quais foram rapidamente transferidas para os
respectivos frascos. Apds a subida do solvente, as tiras foram retiradas e cortadas, a
8,5 e 3,5 cm da origem para o sistema A e B, respectivamente. As duas por¢des de
cada tira foram colocadas em tubos de RIA (radioimunoensaio) e, seguidamente,
contadas num contador de po¢o (DPC Gamma C12), o qual possui 12 detectores de
radiacdo constituidos por cristais de iodeto e sddio activado com tdlio (Nal(Tl))
acoplados a tubos fotomultiplicadores. O numero de interac¢des no cristal detector do
contador, dado em CPM (contagens por minuto), é proporcional a actividade presente

em cada porg¢do das tiras. Desta forma, foi quantificada a percentagem de pureza
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radioquimica através da equacdo (1) e da quantificacdo prévia da percentagem de

PMTc0, e de *™c-RH pelas expressdes (2) e (3).

%" Tc—AA=100—-(% *"TcO, + % **"Tc-RH (1)
4
CPM__ o e
% 99mTC _ RH: parteinferior datiral?2sistema ><100 (2)
CPM

tirado 12sistema completa

CPM . e
% 99m-|-co4- — CPI\p/eI)rtesuperlor datira22sistema ><100 (3)

tirado 22 sistema completa

2.2. Estudos in vitro

Para avaliar os efeitos citotdxicos e a cinética de entrada da vitamina C foram
realizados estudos in vitro, utilizando uma linha celular humana, de adenocarcinoma
do célon (WiDr), obtida na American Type Culture Collection (ATCC). A linha celular
WiDr foi depositada na ATCC, como uma linha celular estabelecida a partir de um
doente do sexo feminino, de 78 anos de idade, e etnia caucasiana. No entanto, foi
mais tarde demonstrado que se tratava da linha celular HT-29, estabelecida em 1964, a
partir do tumor primario de um doente de 44 anos com adenocarcinoma do cdlon
(LGC/ATCC, 2006).

E de referir que todo o material de manipulacdo das culturas celulares foi
devida e previamente esterilizado. Da mesma forma, todos os procedimentos foram

efectuados nas condicOes de esterilizacdo e assepsia necessarias.
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2.2.1. Culturas celulares de adenocarcinoma do célon

A linha celular de adenocarcinoma do célon (Widr, ATCC) foi descongelada e
ampliada em cultura em monocamada a 372C, com 5% de CO, (incubadora HeraCell
150) utilizando o meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (Sigma D-5648)
suplementado com 100 uM de piruvato de sédio (Gibco — 11360), 4,5 g/L de glicose, L-
glutamina (2 mM), 10% de soro bovino fetal (Gibco 2010-09) e 1% de
antibidtico/antimicdtico (100 U/mL de penicilina e 10 pug/mL estreptomicina; Gibco
15140-122).

Com esta linha celular, e com o objectivo de compreender o comportamento in

vitro das duas formas da vitamina C, foram realizados estudos de captacdo com *°™T

C-
AA, estudos de estabilidade da molécula recorrendo ao HPLC, assim como, estudos de
citotoxicidade utilizando o método do MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-

diphenyltetrazolium bromide] para avaliacdo da proliferacdo celular e a citometria de

fluxo para avaliacdo da viabilidade e morte celular.

2.2.2. Estudos de Captacgao

A realizacdo dos estudos de captacdo implicou a preparacdo prévia de uma
suspensao celular com 2x10° células/mL. A cultura celular de adenocarcinoma do célon
foi incubada com 3 mL de uma solugdo de tripsina-EDTA a 0,25% (Gibco 25200)
durante trés minutos, para assim ocorrer desagregacado celular. Seguidamente, e para
inactivar a tripsina, foram adicionados a suspensao celular cerca de 8 mL de DMEM, a

qual foi posteriormente centrifugada a 1000 rotacbes por minuto (rpm/min) durante 5
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minutos (Heraeus Multifuge 1L-R; raio do rotor 18,7 cm). As células foram entdo
ressuspensas em meio de cultura, para obteng¢do de uma concentragio de 2x10°
células/mL. Com o intuito de recuperarem do stresse causado pela ac¢do enzimatica
da tripsina, foram deixadas a repousar durante 60 minutos, em dois frascos de 25 cmz,
a temperatura de 37 2C e numa atmosfera contendo 5% de CO,.

Ap6s a preparacio da suspensio celular, foi adicionado um volume de **™Tc-AA
a cada um dos frascos, de forma a obter uma concentracio de cerca de 0,925 MBg/mL
e de 1,850 MBqg/mL. Tubos de eppendorf contendo 500 pL de uma solugcdo de tampdo
fosfato (Phosphate Buffer Solution — PBS — 0,5 mg/mL ajustado a pH 7,4), foram
previamente colocados no gelo para que, ao colocar as amostras da suspensdo, o
metabolismo celular seja reduzido. Passados 5, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210,
240 e 300 minutos apds a adicdo da molécula marcada, retiraram-se trés amostras de
200 L da suspensdo presente nos frascos. Para permitir a separa¢do do sedimento e
sobrenadante centrifugaram-se as amostras a 10000 rpm/min durante 60 segundos. O
sobrenadante foi entdo transferido para um tubo identificado. Adicionaram-se mais
500 pL de PBS gelado ao tubo de eppendorf contendo o sedimento e repetiu-se o
procedimento de centrifugacdo para obter a completa rentabilizacdo do sobrenadante.

Posteriormente, pela contagem de ambas as fraccdes (sedimentos e
sobrenadantes) no contador de poco (DPC Gamma C12) em CPM, quantificou-se a

99m

captacdo percentil do ””"'Tc-AA traduzida pela expressdo (4):

CPM__,
% Captacdo = oM sedimento X100 (4)

sedimento +sobrenadante

Os valores percentis de captacio do *™Tc-AA pela linha celular de
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adenocarcinoma do célon foram posteriormente normalizados para 10° células.

Para além deste estudo de captacdo, foi realizado outro com o mesmo
procedimento, no entanto, com a incubagdo somente de 99mTc-04', para efectuar a
comparac¢do com a percentagem de captacdo obtida com a molécula marcada.

Na amostra incubada durante 240 minutos foi determinada a viabilidade da

suspensdo, pelo método descrito seguidamente.

2.2.3. Determinacgao da Viabilidade e Celular

A viabilidade celular foi determinada recorrendo ao método de exclusdo do
azul de tripano. Este método é baseado no principio de que as células vidveis possuem
membranas celulares intactas que excluem qualquer corante vital, tal como o azul
tripano. Nas células mortas, o corante atravessa a membrana celular, devido ao facto
desta se encontrar permeabilizada. Por conseguinte, observadas ao microscépio, as
células mortas podem ser distinguidas pois aparecem coradas de azul, enquanto as
vivas se encontram com aspecto brilhante (ndo coradas de azul). Este facto possibilita

a determinacdo da percentagem de células viaveis, pela expressao (5):

N© células vi
Viabilidad e Celular = celutas vivas %100 (5)

Ne células vivas + N2 células mortas

Para o efeito, a 20 pL da suspensdo celular adicionou-se, num tubo de
eppendorf, 20 uL de azul tripano. A mistura foi homogeneizada utilizando uma

micropipeta e colocada num hemocitémetro para observar ao microscépio 6ptico
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(Motic AE31) com ampliacdo de 10x. Efectuou-se a contagem das células vivas
(brilhantes) e das células mortas (coradas de azul) nos quatro quadrantes do
hemocitometro. Posteriormente, calculou-se a viabilidade das células de

adenocarcinoma do célon, em percentagem, utilizando a expressao acima referida.

2.2.4. Estudos de estabilidade da vitamina C

A andlise por HPLC permitiu ndo sé determinar a pureza radioquimica do

PMTc-AA, mas possibilitou também a andlise dos compostos presentes

radiofarmaco
nas culturas celulares de adenocarcinoma do célon, permitindo estudar a estabilidade
e até esclarecer os mecanismos de entrada das diferentes formas da vitamina C. Sendo
as principais substancias em questdo o AA e DHA (D8132, Sigma), utilizou-se o mesmo
método desenvolvido para o controlo de qualidade, portanto, nas condig¢Ges
anteriormente referidas de fase estacionaria, fase mdvel e respectivo gradiente, fluxo,
comprimento de onda, volume injectado e duracdo da detec¢do. Os cromatogramas de
todas as amostras foram obtidos e os respectivos tempos de retencao,
posteriormente, analisados.

Definido o método no HPLC, injectaram-se as amostras, de concentracdes e/ou

apds os tempos de incubacdo referidos na Tabela 1. Esta andlise foi feita para obter

resultados controlo, averiguando os tempos de retencdo dos varios compostos, e

verificando qual o efeito que o pH do meio exerce sobre as duas formas da vitamina C.
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Tabela 1 — Amostras sem metabolismo celular injectadas no HPLC.

Amostra Tempo de incubagao | Concentragao
AA - 10 mM
DHA - 10 mM
DHA filtrado - 10 mM
DMEM = =
DMEM + AA 1h 10 mM
DMEM + DHA 1h 10 mM
DMEM 72 h -
DMEM + AA 72 h 10 mM
DMEM + DHA 72 h 10 mM

2.24.1. Avaliacdo do meio extracelular

Para a avaliacdo do meio extracelular foi realizada a analise por HPLC com o AA
e com o DHA, agora, com o metabolismo celular.

Uma suspensdo celular com 40 000 células/mL em meio de cultura foi
distribuida por placas de 48 pogos contendo cada pogco 600 UL da mesma. Para a
anadlise da estabilidade das duas formas da vitamina C por HPLC, estas foram incubadas
com as concentragSes e durante os tempos referidos na Tabela 2. Passado o respectivo
tempo de incubacdo, as amostras foram filtradas, usando filtros de 0,2 uM (Whatman
FP30/0,2 Schleider & Schnell), e injectadas no HPLC para obteng¢do dos respectivos

cromatogramas.
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Tabela 2 — Amostras com metabolismo celular injectadas no HPLC.

Amostra Tempo de incubagdo | Concentragao
Controlo 24 h -
AA 24 h 3mM
AA 24 h 7 mM
AA 24 h 10 mM
DHA 24 h 3mM
DHA 24 h 7 mM
DHA 24 h 10 mM
Controlo 48 h -
AA 48 h 3mM
AA 48 h 7 mM
AA 48 h 10 mM
DHA 48 h 3mM
DHA 48 h 7 mM
DHA 48 h 10 mM
Controlo 72 h -
AA 72 h 7 mM
AA 72 h 8 mM
AA 72 h 10 mM
DHA 72 h 8 mM

2.2.5.

Determinacgao da citotoxicidade da vitamina C

Métodos

Com o objectivo de estudar os efeitos citotdoxicos da vitamina C, as células Widr

foram tratadas com concentracdes crescentes das duas formas da molécula, AA e DHA,

e por diferentes periodos de tempo. Apds incubacdo foi avaliada a proliferacdo celular,

por colorimetria, e a viabilidade e a morte celular, por citometria de fluxo.
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2.2.5.1. Avaliagao da proliferagao celular por colorimetria

Para avaliar os efeitos da vitamina C na proliferacdo das células de
adenocarcinoma do cdlon foi realizado um teste colorimétrico, o MTT.

O método do MTT é baseado na capacidade da enzima mitocondrial
dehidrogenase, presente nas células viaveis, clivar os anéis tetrazélio do MTT e formar
cristais formazan de cor azul escura. Quando as membranas celulares estdo integras,
estes cristais atravessam-nas, o que induz a sua acumulacdo nas células vidveis.
Consequentemente, o numero de células vivas é proporcional a quantidade de cristais
de formazan produzidos (Mosmann, 1983).

Assim, para estes estudos, e a semelhanca do descrito para os estudos de
captacdo, foi necessaria uma suspensdo celular com 40 000 células/mL em meio de
cultura. Esta suspensao foi distribuida por placas de 48 pocos, contendo cada pogo 600
UL da suspensdo, e apds 24h as células foram incubadas com diferentes concentragdes
de AA (0,05; 0,25;0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8;9; 10 mM) e de DHA (0,05; 0,25; 0,5; 1; 2; 3;
4; 5; 7; 10 mM). Para cada uma das concentra¢bes dos farmacos, a proliferacdo celular
foi avaliada as 24, 48, 72 e 96 horas, de forma a construir curvas dose-resposta.

Desta forma, depois de passado o respectivo tempo de incubacdo, o meio das
culturas celulares foi retirado, adicionou-se 900 pL de PBS para lavagem e,
posteriormente, 150 pL de uma solugdo de MTT (M2128, Sigma) em PBS. Passadas 3
horas, acrescentou-se 150 puL de uma solugdo de isopropanol acido, com 0,04 M de
acido cloridrico (37 % fumante), e as células foram ressuspensas utilizando uma pipeta

de Pasteur. O conteldo de cada poco foi transferido para uma placa de 96 pocos e a
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absorvancia foi quantificada a 570 nm com um filtro de referéncia de 620 nm, usando

o espectrofotémetro ELISA (SLT - Spectra).

2.2.5.2. Avaliacdo da viabilidade, morte celular e produg¢io de ROS por

citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica que permite analisar e quantificar células
ou outras particulas bioldgicas, pela dispersdo frontal (forward scatter/FSC) e lateral da
luz (side scatter/SSC) emitida por uma fonte de luz (ex. raio laser) e pela fluorescéncia

emitida por fluorocromos ligados a anticorpos monoclonais ou outros (Silva, et al.).

2.2.5.2.1. Avadliagdo da morte celular

Para a avaliacdo da morte celular efectuou-se a dupla marcagdo com anexina-V-
FITC e iodeto de propideo (IP). Ha evidéncias de que na fase inicial da apoptose, ocorre
a translocacdo da fosfatidilserina, um fosfolipido do folheto interno da membrana
celular, para o folheto externo. A anexina V possui elevada afinidade para fosfolipidos
carregados negativamente, tais como a fosfatidilserina e, por isso, quando conjugada
forma o composto fluorescente isotiocianato de fluoresceina (anexina V-FITC), é capaz
de identificar células em apoptose. Por outro lado, nas fases mais avancadas da
apoptose e/ou necrose ocorre ruptura da membrana celular permitindo a entrada de
iodeto de propideo (IP), uma molécula que se intercala no ADN, emitindo
fluorescéncia. Assim, torna-se possivel detectar células vidveis (ndo marcadas, ou
negativas, para ambos os fluorocromos), células em apoptose inicial (positivas, ou

marcadas, para a anexina-V e negativas para o IP), células em apoptose tardia e/ou
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necrose (positivas para ambos) e células em necrose (negativas para a anexina-V e
positivas para o IP) (Darzynkiewicz, et al., 1997).

Nesta dupla marcacgdo, foi utilizada uma suspensdo celular contendo 10°
células. Estas foram centrifugadas, a 1000 xg durante 5 min, e o sobrenadante
retirado. O sedimento foi ressupenso em PBS e lavado por centrifugacdo nas condi¢Ges
referidas anteriormente. Seguidamente, o novo sedimento foi incubado com 100 uL de
tampdo de ligacdo (KIT Immunotech), 1 uL de anexina-V-FITC (KIT Immunotech) e 5 pL
de iodeto de propideo (KIT Immunotech), durante 15 minutos, a 4 2C, e na auséncia de
luz. Posteriormente, foi feita a deteccdo por citometria de fluxo, utilizando um
citdmetro FACSCalibur e os comprimentos de onda de excitacdo de 525 e 640 nm, para
a anexina-V-FITC e para o IP, respectivamente. Foram adquiridos 10 000 eventos e os
dados obtidos foram analisados e quantificados usando o Paint-a-Gate 3.02,
Machintosh Software. Os resultados sdo expressos em percentagem de células
identificadas em cada uma das subpopulacdes e baseada na positividade e/ou

negatividade de marcacdo para a AV/IP (Chen, et al., 2008).

2.2.5.2.2. Avdliag¢do da presenga de peroxidos

A presenca de ROS pode ser detectada pela marcacdo das células de
adenocarcinoma do célon com o 2,7 dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA), um
composto lipossoluvel, estdvel e ndo-fluorescente. Este composto, ao entrar nas
células, é clivado por esterases intracelulares originando o 2,7 dichlorofluorescin
diacetate (DCFH), que fica retido no interior da célula. Na presenca de peroxidos,

ocorre oxidacdo do DCFH com formacgdo de dichlorofluorescein (DCF), um composto
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altamente fluorescente (Figura 9). Este emite fluorescéncia a 522 nm, apéds excitacdo
no comprimento de onda de 498 nm, a qual é proporcional a concentracdo de
perdxidos intracelulares, nomeadamente, peréxido de hidrogénio. Os resultados sdo
assim expressos em média de intensidade de fluorescéncia (MIF) detectada (Tarpey, et

al., 2003; Dikalov, et al., 2007).

AcO~ _~ HO
Cl ClI
i Cl
Q %Intracellular
Esterase
DCFH-DA DCFH DCF

Highly fluorescent

Figura 9 - Formagdo do composto fluorescente DCF a partir de DCFH-DA.
Primeiro ocorre clivagem do DCFH-DA a DCFH pelas esterases
intracelulares. O DCFH reage com H,0,, formando DCF.

Centrifugou-se uma suspens3o celular contendo 10° células, a 300 xg durante 5
minutos. Retirou-se o sobrenadante e adicionou-se PBS para lavar. O sedimento foi
ressuspenso em 100 uL de PBS, e incubado durante 60 minutos a 37 2C, com DCFH,-DA
(35845, Sigma) de modo a obter a concentragdo final de 5 UM, A suspensdo foi lavada
com PBS e ressuspensa em 400 lL do mesmo. Posteriormente, foi feita a detecgdo por
citometria de fluxo, utilizando um citometro FACSCalibur (excitagdo e emissdo nos
comprimentos de onda de 504 e 529 nm, respectivamente). Foram adquiridos 10 000
eventos e os dados obtidos foram analisados e quantificados usando o Paint-a-Gate
3.02, Machintosh Software. Os dados obtidos foram analisados em termos da média

das intensidades de fluorescéncia (MIF) (Sarkar, et al., 2005).
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2.2.5.2.3. Avaliagéo da produgéo de O,"

A avaliacdo da producdo de radical superdxido (0,"), nas células incubadas na
presenca e na auséncia das duas formas da vitamina C, foi efectuada por citometria de
fluxo com recurso ao dihidroetidio (DHE). O DHE atravessa facilmente as membranas
celulares e é convertido pelo radical superdxido a etideo (Figura 10), composto
fluorescente de cor vermelha que se intercala no ADN, permanecendo no interior da
célula. Esta reaccdo é relativamente especifica para o 0,", com oxidacdo minima pelo

H,0,, ONOO  ou acido hipocloroso (HOCI) (Zhao, et al., 2005).

OH
z~ Hz
2. N, =y BN =N,

Q CH2CH3 O c:H.L;:,:H3

Dihydroethidium (DHE) DHE radical 2-Hydroxyethidium (2-OH-E*)
Non-fluorescent Highly fluorescent

Figura 10 - Reacgdo de formagdo do composto fluorescente etideo a partir da
reac¢do do DHE com o radical superéxido.

Tal como na marcacdo com DCF, utilizaram-se 10° células obtidas apds
centrifugacdo de uma suspensdo celular a 300 xg durante 5 minutos. O sobrenadante
foi retirado e o sedimento lavado uma vez com PBS. De seguida, o sedimento foi
ressuspenso em 1000 pL de PBS, adicionou-se DHE (Sigma) na concentracao final de 5
UM e incubou-se, durante 10 minutos a 37 2C. Apds a incubagdo, a suspensdo foi
lavada com PBS e ressuspensa em 400 pL do mesmo tamp3do. A detecgdo foi efectuada
pelo mesmo procedimento e usando o mesmo equipamento, descritos anteriormente
para a marcacdo com DCF e DHE, contudo, utilizando o comprimento de onda de

excitacdo de 620 nm (Budd, et al., 1997).
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2.2.5.2.4. Avdliagdo do potencial de membrana mitocondrial

O potencial de membrana mitocondrial foi determinado usando uma sonda
fluorescente, o 5,5’,6,6"-tetrachloro-1,1°,3,3’-tetraethylbenzimidazolcarbocyanine
iodide (JC-1). O potencial de membrana mitocondrial determina a captacdo selectiva
do JC-1 pela mitocondria. O JC-1 é um catido lipofilico, que existe em duas formas,
mondmeros (M) e agregados (A), consoante o estado de polarizacdo/despolarizacdo da
membrana mitocondrial, emitindo fluorescéncia a comprimentos de onda diferentes.
Quando o potencial de membrana é elevado, forma agregados que emitem
fluorescéncia vermelha (590 nm). Por sua vez, a medida que o potencial de membrana
mitocondrial diminui, ou em casos em que a membrana se encontra despolarizada, o
JC-1 é excluido da mitocondria e mantém-se no citoplasma sob a forma de
mondmeros, que emitem fluorescéncia verde (529 nm). Assim, a razdo entre a
fluorescéncia verde e vermelha (M/A), determinada por citometria de fluxo, fornece
uma estimativa do potencial de membrana mitocondrial (Yao, et al., 2008).

Na marcacdao com JC-1, efectuou-se o mesmo procedimento descrito para o
DHE, tendo as células sido incubadas com a concentracdo final de 5 mg/mL de JC-1
(Invitrogen, USA) durante 15 min, a 37 2C. Posteriormente, a suspensao foi novamente
lavada com PBS e ressuspensa em 400 pL do mesmo tampao. A detecgdo foi efectuada
pelo mesmo procedimento e usando o mesmo equipamento, descritos anteriormente
para a marcacdao com DCF, contudo, utilizando o comprimento de onda de excitacdo
de 488 nm. Os resultados obtidos sdo expressos como média das intensidades de
fluorescéncia (MIF) para os agregados (A) e para os mondémeros (M), tendo-se

calculado posteriormente a razdo M/A (Yao, et al., 2008).
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2.3. Estudos in vivo

Com o objectivo de esclarecer alguns dos resultados obtidos no controlo de

ggmTc-AA, foram realizados estudos in vivo utilizando ratinhos

gualidade do complexo
Balb/c nu/nu. A escolha destes animais justifica-se pelo facto de serem animais que
possuem vesicula biliar, dado importante para a obtencdo de informacdo sobre a
biodistribuicdo do composto.

Estes estudos permitiram também inferir acerca das vias de metabolizacdo e

excregdo, assim como, dos érgaos-alvo do radiofarmaco em questao.

2.3.1. Estudos de Biodistribuicio com PMrc-AA

Os ratinhos Balb/c nu/nu normais foram primeiramente anestesiados com uma
solucdo de ketamina (77 %) e cloropromazina (23 %) (ketamina, Ketalar®, Porke-Davis
e cloropromazina, Largactil®, Laboratérios Vitéria), administrada por via subcutdnea.
Posteriormente, para proceder aos estudos de biodistribuicdo, foi-lhes administrada
uma actividade de cerca de 3,256 e 4,366 MBq (correspondente a 43907798 e
58876366 CPM, conversdo necessaria para calculos posteriores) por injeccdo
intravenosa (i.v.) na veia dorsal da cauda, sobre o colimador de uma camara-gama.

Apbs a realizacdo do experimento, os ratinhos foram sacrificados por
deslocamento cervical, de acordo com a legislacdo em vigor. O sacrificio dos animais
foi efectuado 30 e 60 minutos depois da injeccdo do *™Tc-AA, tempos nos quais foram

realizadas as autépsias dos mesmos. Foi, entdo, feita a colheita de varios érgaos,
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nomeadamente, figado, baco, pulmao, coracdo, intestino delgado, intestino grosso,
tirdide, cérebro, cerebelo, bexiga, genitais, estbmago, rim e vesicula biliar. Da mesma
forma foram colhidos alguns tecidos, tais como, sangue, 0sso, cartilagem e musculo,
assim como, fluidos de excrecdo, bilis e urina. Cada um dos érgaos, tecidos ou fluidos
foi colocado num tubo de RIA, previamente pesado. Cada tubo, agora com o
respectivo conteldo da autdpsia, foi pesado (em gramas) e posteriormente contado

num contador de poco para quantificacdo da actividade presente (em CPM).

CPM totais do érgdo / massa

CPM

orgdo % 100 (6)

actividade totaladministrada

% Dose injectada/grama =

Tornou-se entdo possivel a determinacdo da percentagem de dose de

99m.

radiofarmaco "' Tc-AA injectado/grama de 6rgdo, tecido ou fluido. Este célculo é

traduzido na expressdo (6).

2.3.2. Imagiologia com **™Tc-AA

Os estudos de imagiologia nuclear incluiram a aquisicdo de imagens dindmicas e
estaticas. A aquisicdo dindamica foi concretizada para assegurar a entrada do
radiofdrmaco. As caracteristicas das aquisicdes, dindmica e estatica, estdo sumariadas
no Quadro 1. Ambas foram feitas usando uma camara-gama (GE 400 AC) controlada
por um computador de aquisicao GenieAcq e incorporando um colimador paralelo de

baixa energia e alta resolugdo (LEHR — low energy and high resolution).
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Quadro 1 - Caracteristicas das aquisi¢ées dinamicas e estaticas.

Caracteristica Aquisicdo Dinamica | Aquisi¢cdo estatica
N2 Imagens 25 =
Duracgao Individual (seg) 450 60
Matrizes (pixels) 128x128 128x128
Zoom 1,7 1,7
Colimador LEHR LEHR

Dois ratinhos Balb/c nu/nu foram anestesiados, segundo o protocolo
supramencionado nos estudos de biodistribuicdo. Imediatamente apds a injeccdo de
3,256 e 4,366 MBq de PMTe-AA na veia dorsal da cauda de cada um dos animais,
iniciou-se a aquisicdo dinamica, com o intuito de confirmar a entrada do radiofarmaco.
Apés a aquisicdo das imagens dinamicas, procedeu-se a aquisicdo das imagens
estaticas dos ratinhos 1 e 2, aos 15 e 30 minutos e aos 15, 30 e 60 minutos,
respectivamente, apds a administracio do radiofarmaco **"Tc-AA.

Depois de adquiridas as imagens estaticas, estas foram transferidas para uma
estacdo de trabalho Xeleris, para posterior processamento e analise. Para o
processamento das imagens estaticas desenharam-se regiGes de interesse (ROIs) para
os varios 6rgdos, nomeadamente, tirdide, estdmago, figado, rim, bexiga. As ROIs foram
desenhadas em d&rgdos a partir dos quais se poderia obter informacdo sobre a
existéncia de impurezas radioquimicas, presentes no radiofdrmaco. Sabendo-se que

99m:

normalmente a acumulacdo de ~""'Tc-O4 se dd ao nivel da tirdide e estdbmago, e que,

99m

por sua vez, a acumulacdo de “"'Tc-RH se verifica ao nivel do figado e baco, tornou-se

99m.

possivel inferir e comprovar os valores de pureza radioquimica do ™" Tc-AA obtidos por
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HPLC. Por outro lado, ROIs foram também desenhadas em zonas de maior actividade,

para permitir a analise das vias de metabolizacdo e excrecdo do complexo injectado.

2.4. Anadlise Estatistica

Para aumentar o rigor da interpretacdo dos resultados obtidos, através dos
procedimentos anteriormente descritos, fizemos a analise estatistica dos mesmos.
Para tal, utilizdmos uma aplicacdo de tratamento estatistico de dados, o SPSS
(Statistical Package for Social Sciences), versdo 16.

Em todos os estudos foram utilizados testes ndo paramétricos, visto que as
amostras de dados sdo reduzidas e ndao seguem uma distribuicdao normal. Em casos em
gue se pretendia fazer a comparacao de valores emparelhados, isto é, por exemplo
duas variaveis (p.ex. AA e DHA) ao longo do tempo, utilizdmos o teste de Wilcoxon. Por
outro lado, usdmos o teste de Mann-Whitney para comparar duas amostras
independentes (p.ex. uma determinada concentracdo com o controlo) dentro da

mesma variavel (p.ex. tempo).
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Os procedimentos anteriormente descritos permitiram a obtencao de
resultados que constituem uma mais-valia no estudo do potencial terapéutico da
vitamina C. O presente capitulo apresentard os resultados obtidos na formulagdo e
controlo de qualidade do radiofarmaco desenvolvido, nos estudos in vitro na linha
celular de adenocarcinoma do célon e com as duas formas da vitamina C, AA e DHA,
nomeadamente, estudos de captacao, estabilidade e citotoxicidade, e nos estudos in

vivo como a biodistribuic3o e imagiologia com o ™ Tc-AA.

3.1. Estudos de quimica

3.1.1. Preparagio e controlo de qualidade do *°™Tc-AA

Apés varias tentativas no sentido de optimizar o processo de marcacdo, a
eficiéncia de marcacdo atingiu o seu maximo com a seguinte constituicio da
formulacdo farmacéutica desenvolvida: 296-370 MBqg de pertecnetato (em 3 mL de
NaCl 0,9 %), 0,2 mL de FeCl; 0,1 N (em HCI 0,1 N), 200 mg de AA, pH acertado a 6,5
(com solugdo de NaOH 1 M), temperatura de 0 2C durante no minimo 3 horas, e a

formulacdo continuamente mantida em atmosfera de argon e protegida da luz.

3.1.1.1. HPLC

Apds marcacdo, avaliou-se a pureza radioquimica por HPLC, tendo-se
determinado as impurezas radioquimicas. Esta determinacdo implicou a deteccdo
prévia das amostras ndo-radioactivas de AA e FeCls (Gréfico 1 e Grafico 2) que, sendo

detectadas por UV, n3ao estdao presentes no complexo marcado. Paralelamente,
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efectuou-se, também, a avaliagdo prévia dos cromatogramas de amostras de gngc-O4'
(deteccdo por radioactividade), cujo tempo de retencdo se verificou ser

aproximadamente aos 3,4 minutos (3,410,22 min), como apresentado no Gréfico 3 e na

Tabela 1.

my

o) 5 10 15 20 25 ' 30
Tempo (min.)
Grafico 1 — Cromatograma do AA. A amostra de AA (10 mM) frio foi injectada no HPLC, e determinado o
respectivo tempo de retengdo por integragao grafica.
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Grafico 2 - Cromatograma do FeCl;. A amostra de FeCl; (0,1 N) frio foi injectada no HPLC, e
determinado o respectivo tempo de retengdo por integragdo grafica.
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Grafico 3 - Cromatograma do ~ 'Tc-O,. A amostra de

respectivo tempo de retengdo por integragao grafica.

Tc-O, foi injectada no HPLC, e determinado o

. ~ A 99
De referir que n3o foi injectada a amostra de ="

Tc-RH, contudo, os compostos
hidrofébicos sdo os ultimos a ser detectados; consequentemente, o 99mTc-RH, por
exclusdo de partes, sera o ultimo pico do cromatograma.

Com estes estudos obtiveram-se os respectivos tempos de retengdo

evidenciados nos Grafico 1,Grafico 2 eGrafico 3 e que estdao sumariados na Tabela 3. Os
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valores apresentados na tabela representam a média, com n=3, de trés kits escolhidos

aleatoriamente.

Tabela 3 - Tempos de retengdo referentes ao controlo de qualidade determinados por HPLC.

Composto | Tempo de retengdo (min) | Tipo de detecgdo
FeCls 2,41+0,03 uv
AA 3,40+ 0,22 uv
PMTCAA 2,69+ 0,03 Radioactividade
PMTc-04 3,88 +0,23 Radioactividade
9MTC-RH 5,76 + 0,49 Radioactividade

Baseado nos dados da tabela foi entdo possivel determinar a eficiéncia de
marcacao dos diferentes complexos.

O Grafico 4 representa um cromatograma obtido a partir da deteccdao por
radioactividade de uma formulagdo com reduzida eficiéncia de marcacdo (54,75 %). A
partir deste, podem-se observar claramente os tempos de retencdo dos diferentes
compostos radioactivos presentes no complexo, distinguindo-se o **"Tc-AA, *™Tc-0, e

99m:

o] Tc-RH. Desta forma, considerar-se-4 este cromatograma como ponto de

comparag¢ao para os restantes, obtidos por detec¢dao por radioactividade,
apresentados.

W Te-AA W™ Tc-0, M Tc-RH

3

CPS *1000
o &

0 5 10 15 20 = 30
Tempo (min.)

Grafico 4 — Cromatograma da formulagdo 55. O controlo de qualidade da formulagdo 55 foi realizado,
por HPLC, 30 minutos apés a adi¢do de ligando, tendo sido obtido o cromatograma evidenciado, o
qual expressa reduzida eficiéncia de marcagdo (54,75 %).
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O Gréfico 5 apresenta o cromatograma de um kit com elevada eficiéncia de
marcagdo (98,37 %). Os compostos ndo-radioactivos (deteccdo UV) e os radioactivos

(deteccdo por radioactividade) estdo representados nos Grafico 5-A e Grafico 5-B.

FeCly; MAA [*Tc-AA  E™"Tc-0; WIP"Tc-RH

1001 A
T 50
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Grafico 5 - Cromatograma da formulagdo 54. O controlo de qualidade da formulagdo 55 foi realizado,
por HPLC, 24 horas ap0s a adigdo de ligando, tendo sido obtido o cromatograma evidenciado, o
qual expressa elevada eficiéncia de marcacdo (98,37 %).

O Gréfico 6 representa as eficiéncias de marcacdo de algumas formulacdes

marcadas.

100 =
90
80 —
70

60 /
50 ——Kita7

40 —|—Kit48

30 Kit49
20

10

Eficiénciade marcagdo (%)

——Kit50

30 60 120
Tempo {min)
Grafico 6 — Analise das eficiéncias de marcagao de algumas formulagées ao longo do tempo. O
controlo de qualidade das formulagdes 47, 48, 49 e 50 foi realizado, por HPLC, nos tempos
indicados no grafico e as respectivas eficiéncias de marcagao, posteriormente, determinadas.
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Da analise dos diversos resultados obtidos, podemos verificar que, mesmo as
formulagGes cuja eficiéncia de marcagdo era inicialmente reduzida, 24 h apés a adicao
de ligando, se obtinham eficiéncias de marcacdo bastante elevadas (Grafico 7). Este

dado permite aferir que as reaccdes que dado origem ao complexo sdo lentas.

100
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£ 80
Q
g 70 7
g &0 -
g ., —T v T4
ﬁ 20 Kit54
g 30 —8—Kit55
g
9 20
b
10
0
30 60 120 . 1440

Tempo (min)

Grafico 7- Analise das eficiéncias de marcagdo de algumas formulagdes ao longo do tempo. O
controlo de qualidade das formulagées 54 e 55 foi realizado, por HPLC, 24 horas apds a adigdo
de ligando, e as respectivas eficiéncias de marcagdo, posteriormente, determinadas.

3.1.1.2. Microcromatografia ascendente

Apdbs optimizacdo da eficiéncia de marcacdo, visto poder ser controlada por
HPLC, tentdmos desenvolver um método rdpido de avaliacdo da pureza radioquimica

do ggmTc—AA, tendo por base a microcromatografia ascendente. Como, basicamente,

99m: 99m:

podem coexistir dois contaminantes, tais como, o " Tc-O4 e 0 ”” " Tc-RH, associados ao

99m

complexo Tc-AA, a nossa ideia foi arranjar um conjunto de dois sistemas

complementares. Um permitiria isolar o *™Tc-O, dos restantes compostos, usando

A . , . . . 99
um solvente organico como fase mével, enquanto o segundo sistema isolariao ~°"'T

c_
RH, usando como fase mével o soro fisiolégico ou dgua desionizada. Dos multiplos

sistemas usados, usando diferentes fases estaciondrias e diferentes fases moveis,

nunca conseguimos obter resultados concordantes com a avaliagao realizada por
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HPLC. Desta forma, foi dada prioridade ao controlo de qualidade por HPLC, visto que
este se baseia em métodos de maior rigor e precisdo. Fica em aberto a necessidade de
optimizacdo dos sistemas de microcromatografia ascendente por nds desenvolvidos,
de modo a haver um método rapido, barato e eficiente de realizar o controlo de

qualidade do complexo *°™Tc-AA.

3.2. Estudos in vitro

Realizamos estudos in vitro com células de adenocarcinoma do cdélon, os quais
permitiram obter resultados sobre o influxo da vitamina C, através dos estudos de

PMTc-AA e dos estudos de HPLC, assim como, sobre a citotoxicidade das

captacdo do
duas formas da vitamina C, AA e DHA, recorrendo a estudos de proliferacdo celulare a

citometria de fluxo. Cada estudo realizado foi normalizado para o mesmo nimero de

células.

3.2.1. Estudos de captagdo do **"Tc-AA

Nos estudos de captacdo efectuados, primeiramente, compardmos a

PMTc-AA para duas concentracdes diferentes, 0,925

percentagem de captacdo de
MBg/mL e 1,850 MBg/mL (Gréfico 8).
Pelos resultados evidenciados no Grafico 8 e no Quadro 2, a percentagem de

captacio do ™

Tc-AA é menor para concentracdes mais elevadas, contudo, este
aumento apenas é estatisticamente significativo aos 15, 30 e 45 minutos (p<0,05). Para

ambas as concentragdes observa-se uma tendéncia crescente na captagio de *™Tc-AA

ao longo do tempo.
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Grafico 8 — Analise da captagdo de P™re-AA ao longo do tempo. As células WiDr foram

incubadas com diferentes concentragbes de 99mTc-AA, 0,925 e 1,850 MBg/mL, e
determinada a captagdo do complexo marcado por estudos de influxo. Os dados
expressam a média de seis experiéncias independentes.

Quadro 2 - Andlise da variancia da capta¢do das duas concentracbes de ™I AA em cada instante.

Tempo (min)] 5 15 30 45 60 90 120 | 150

U 35,000(14,000|13,000] 8,000 [24,000(22,000|22,000{23,000
Z -0,094(-2,060|-2,154(-2,622(-1,124]-1,311|-1,311(-1,218
P 0,964 0,041 | 0,032 0,007 0,291 (0,213 | 0,213 | 0,250

Para além disso, foi também comparada a captacio de *™Tc-O, com a do
radiofarmaco, na mesma concentracdo (0,925 MBg/mL). Os resultados sdo
apresentados no Gréfico 9 e no Quadro 3, e demonstram alteragdes significativas entre
os 60 e os 90 minutos, sendo a captacio do *™Tc-O,, neste periodo de tempo,
superior a do ®™Tc-AA (p<0,05). Nos restantes tempos ndo se verificam diferencas
significativas, observando-se, no entanto, que a captacio do "Tc-O, é

maioritariamente superior a do radiofarmaco.
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Grafico 9 - Analise da captagao de P™rc-AA a0 longo do tempo. As células WiDr foram incubadas com a

mesma concentragdo de P™re-AA e *™c-0,. Posteriormente, foi determinada a captagdo dos
compostos radioactivos por estudos de influxo. Os dados expressam a média de trés duplicados.

99m 99m

Quadro 3 - Andlise da variancia da capta¢do de ~" Tc-AA e de ~~ Tc-O, em cada instante.

Tempo

(min) 5 15 30 45 60 90 120 | 150 | 180 | 210 | 240 | 270 | 300

U 5,00 |11,00]16,00|13,00( 3,00 | 0,00 |11,00( 5,00 |12,00]10,00| 8,00 | 3,00 | 0,00
Z -1,876(-1,010(-0,289(-0,722(-2,165(-2,598(-1,010|-1,876]-0,277|-0,647|-1,017|-0,655(-1,732

p |0,070|0,365]0,840 | 0,536 0,031 0,004 | 0,365 0,070 | 0,864 | 0,600 | 0,373 | 0,700 | 0,200

3.2.2. Estudos de estabilidade da vitamina C

Os resultados obtidos a partir dos estudos por deteccdo UV de HPLC permitem
compreender o influxo das duas formas da vitamina C, AA e DHA, e dessa forma
estudar a sua estabilidade nas culturas celulares de adenocarcinoma do célon.

De referir que, a andlise dos cromatogramas foi efectuada pela comparacao dos
diferentes compostos presentes numa mesma amostra e pela comparagdo da
guantidade de um composto em amostras sujeitas a diferentes condicdes. A primeira
foi possivel pela determina¢do dos tempos de retencdo, que sdo especificos de cada
substancia, e a segunda pela quantificacdo das areas de integracdo de diferentes

cromatogramas.
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Primeiramente, foram injectadas amostras individuais, fora do ambiente
celular, de DMEM (meio), de AA e de DHA, para se averiguarem os respectivos tempos
de retencdo. As duas formas da vitamina C foram injectadas com a mesma

concentracdo, isto é, de 10 mM. Os resultados obtidos estdo evidenciados no Gréfico

10.
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Grafico 10 - Cromatogramas das amostras de AA (A), DHA (B) e DMEM (C). Amostras de AA 10 mM,
DHA 10 mM e DMEM foram injectadas no HPLC e, posteriormente, determinado(s) o(s) respectivo(s)
tempo(s) de retengdo por integragdo grafica.

O tempo de retencdo do AA é 3,4 + 0,22, valor ja determinado anteriormente
no controlo de qualidade do *™Tc-AA (Grafico 1). Por sua vez, os cromatogramas
referentes a DMEM e DHA, demonstram ndo sé um pico de deteccdo mas sim varios,
indicando que sdo compostos por diferentes substancias. O meio para cultura celular é
constituido por varios compostos diferentes pois tém que ser capazes de fornecer as
células os nutrientes que estas necessitam. Por sua vez, o DHA é um composto cujas
propriedades ainda ndo foram exploradas na sua totalidade, o que pode estar na
origem do cromatograma obtido. Contudo, visto que a andlise por HPLC é feita por

comparacao, este facto ndo afecta a andlise dos resultados obtidos e, por isso mesmo,

ndo foram averiguadas individualmente as substancias correspondentes a cada pico de
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DMEM e DHA. Consequentemente, identificaram-se os tempos de reten¢do de cada

um dos picos, de DMEM e de DHA, como DMEM 1, DMEM 2, ..., e DHA 1, DHA 2, etc,

respectivamente. A Tabela 4 apresenta os tempos de retengao determinados.

Tabela 4 — Média dos tempos de retengdo (com n=3) referentes as amostras de AA, DHA e DMEM

analisadas por HPLC.

Composto | Tempo de retengdo (min) | Tipo de detecgdo

AA 3,55%0,22 uv
DHA 1 2,34 +£0,01 uv
DHA 2 2,91+£0,01 uv
DHA3 11,52 +0,11 uv
DMEM 1 2,47 £ 0,64 uv
DMEM 2 4,04 £0,19 uv
DMEM 3 8,56+ 0,97 uv
DMEM 4 14,70+ 1,72 uv

Tornou-se também necessdrio averiguar qual o efeito do pH nas reac¢des das

duas formas da vitamina C, isto é, quais as possibilidades de que o pH do meio pudesse
ser suficiente para a oxidacdo do AA em DHA ou para a reducdo do DHA em AA. Para
tal, foram feitas incubacdes durante 1 e 72 horas com DMEM e AA e com DMEM e

DHA, cujos resultados obtidos estdo manifestos nos Gréfico 11e no Grafico 12.

AA  EDHA DMEM
40- 1 1 A Ia mT T | T T B
E 20] X
D T T T Ilill T T T Il_llLl_ 9 T |I_”-II .I_ T T II.‘\I T T T ‘:IH_II T
0 5 10 15 0 5 10 15
Tempo (min.) Tempo (min.)

Grafico 11 — Analise do efeito do pH nas duas formas da vitamina C. Foi incubado DMEM com AA 10
mM (A) e DMEM com DHA 10 mM (B), durante 1 h. Uma amostra de cada incubagdo foi injectada
no HPLC e, posteriormente, analisados os tempos de retencgdo e areas por integragdo grafica.
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Grafico 12 - Analise do efeito do pH nas duas formas da vitamina C. Foi incubado DMEM com AA 10
mM (A) e DMEM com DHA 10 mM (B), durante 72 h. Uma amostra de cada incubagdo foi
injectada no HPLC e, posteriormente, analisados os tempos de retengdo e areas por integragao
grafica.

Primeiramente, é importante realcar que foi analisado individualmente o meio
celular apés 72 h de incubacgdo, e comparado com o cromatograma referente a 1 h de
incubacdo (Grafico 10-C), ndo se verificando alteragGes significativas nos tempos de
retencdo e respectivas areas de integracdo. Desta forma, é admissivel comparar os
cromatogramas de amostras referentes a diferentes tempos de exposicao.

Comparados os tempos de retencdo obtidos com os dados da Tabela 4, verifica-
se que, em ambos os tempos de exposicdo, na incubacdo com AA ndo se forma DHA.

Da mesma forma, na incubacdo com DHA ndo se observa qualquer pico semelhante ao

AA e, por isso, ndo ha reducdao do DHA em AA.

3.2.2.1. Avaliagdo do meio extracelular

Para avaliar a estabilidade da vitamina C nas células e, indirectamente, os
mecanismos de transporte da mesma, foram realizados estudos por HPLC. Estes
estudos visam a avaliacdo dos compostos presentes no meio extracelular. Os
resultados obtidos estdo evidenciados nos Grafico 13 e Grafico 15 referentes a

incubacdo com AA e DHA, respectivamente.

71



Citotoxicidade Selectiva da Vitamina C

24h 48h
H Controlo AA  DHA
c 10_ 1 | | | e |
t sl
T T I T T T T I T T I U 0‘ T Il_I‘ T T Il_[J T T T I'I_ll T T
0 5 10 15 0 5 10 15
Tempo (min.) Tempo (min.)
3mM -0 \mminl 1 1 15_ T 1 | i | | FETH |
_ 104
s z
40 5
T T T I-II T T T T T T T T T T O- T II IIII L I ll L I I I I\.-I_I T T
0 5 10 15 0 10 15
Tempa (min.) Tempo (min.)
7 mM _20 T TIp T Tl I
> >
£ —304 £
=40
0:|||:5||||l|0||||]5 0""5""1'0""15
Tempo (min.) Tempo (min.)
10 mM rrpm T L
-0 >
: & E
40
OI T T T 15 T T T T ]iol T T I]_‘5
Tempo (min.) Tempo (min.)

Grafico 13 - Estudo comparativo para avaliagdo do meio extracelular apés incubagdo com AA. As
células WiDr foram tratadas, durante 24 e 48 h, na auséncia (C) e na presenga de AA, em diferentes
concentracbes referidas no grafico. Foram injectadas amostras de cada uma no HPLC e

comparados os tempos de retengdo e respectivas areas por integragdo grafica.

Primeiramente, foi necessario identificar os tempos de retencdo da amostra

controlo, tendo-se obtido os valores evidenciados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Média dos tempos de retengdo (com n=3) referentes a amostra controlo analisada por HPLC.

Composto | Tempo de retengdo (min) | Tipo de detecgdo
C1 2,49+0,03 uv
C2 3,89+0,26 uv
C3 6,43+0,10 uv
Cc4 11,11+0,12 uv

A observacdo dos graficos permite aferir que, independentemente da
concentracdo de AA e do periodo de incubacédo, o pico do AA é detectado por volta dos
3,33 minutos. Contudo, é de referir que, a area de integracdo da amostra de AA (10
mM), representada no Gréfico 1, € 460,03 mV*s. Por sua vez, a mesma concentracdo de
AA (10 mM), no ambiente celular, origina um pico referente ao AA de areas 388,65 e
175,37 mV*s, para as 24 e 48 h de incubacdo, respectivamente. Tendo em conta que,
na analise por HPLC, o volume de amostra injectado é sempre o mesmo (25 pL) em
ambos os casos, podemos aferir que a quantidade de AA, com que sdo incubadas as
células, é superior a quantidade que é detectada no meio extracelular.

Por outro lado, a partir desta andlise directa dos cromatogramas, ndo se
observam picos correspondentes ao DHA. Contudo, comparando os tempos de
retencdo do AA, do DHA e do controlo (Tabela 4 e Tabela 5) e tendo em conta que as
areas de integracdo da amostra de DHA sdo muito reduzidas, coloca-se a hipétese de
gue os picos de DHA possam estar sobrepostos e, consequentemente, ndo ser visiveis.
Este facto pode, no entanto, ser averiguado pela analise dos valores das areas de
integracdo referentes a cada um dos picos do controlo (C1, C2, C3 e C4).

A partir da andlise das Tabela 4 e Tabela 5 e pela posterior comparacdo dos
tempos de retencdo do DHA (DHA 1, DHA 2, DHA 3) e do controlo (C1, C2, C3 e C4), é

possivel perceber que, caso haja sobreposicao de picos, esta serd mais evidente nos
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picos C1 e C4. Assim, um aumento significativo das areas de integracdo do C1 e C4,

podera ser um indicio da presenca de DHA no meio extracelular.
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Grafico 14 — Andlise da presenca de DHA no meio extracelular. Apds integragdo grafica dos
cromatogramas evidenciados no grafico 13 compararam-se as areas de integragdo dos picos da
amostra controlo, para os cromatogramas obtidos 24 (A) e 48 (B) horas apds incubagdo com AA,
para as diferentes concentragdes do mesmo.

O Gréfico 14 evidencia as dreas de integracdo dos picos C1, C2, C3 e C4 em
funcdo da concentracdo de AA. No Grifico 14-A n3ao se verificam alteracOes
significativas. No Grafico 14-B verifica-se um aumento da drea de integracdao C1 que, no
entanto, ndo é acompanhada pelo aumento da drea C4, a qual se mantém constante.
Consequentemente, poder-se-a inferir a inexisténcia de DHA no meio extracelular.

Os resultados obtidos apds as incubacdes com DHA estdo apresentados no
Gréfico 15. A andlise directa dos cromatogramas nao evidencia qualquer existéncia de
AA no meio extracelular em qualquer dos periodos de incubacdo, visto que ndo se
observa nenhum pico correspondente ao tempo de reten¢do do AA (Gréfico 1). Quanto
a existéncia de DHA, com o aumento da concentracdo verifica-se a presenca de um
pico com area de integracdo muito reduzida que poderd corresponder ao DHA 2. Para
averiguar este facto, procedeu-se a andlise das areas de integracdo dos picos da

amostra controlo, tal como foi feito anteriormente.
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Grafico 15 - Estudo comparativo para avaliagdo do meio extracelular apds incuba¢do com DHA. As
células WiDr foram tratadas, durante 24 e 48 h, na auséncia (C) (controlo evidenciado no gréfico
13) e na presenga de DHA, em diferentes concentragdes referidas no grafico. Foram injectadas
amostras de cada uma no HPLC e comparados os tempos de retengdo e respectivas areas por

integragdo grafica.

Os resultados da comparacdo das areas de integracdo dos quatro picos da

amostra controlo sdo apresentados no Grafico 16. A partir deste verifica-se que, com o

aumento da concentracdao de DHA, hd um aumento acentuado da area C1 e um

aumento ligeiro da area C4, tanto 24 como 48 h apds incubacdo. Este facto pode

comprovar a presenca de DHA no meio extracelular, podendo ser significativa para

incubacdes com concentra¢Ges elevadas de DHA.
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Grafico 16 - Andlise da presenca de DHA no meio extracelular. Apds integragdo grafica dos
cromatogramas evidenciados no grafico 15 compararam-se as areas de integracdao dos picos da

amostra controlo, para os cromatogramas obtidos 24 (A) e 48 (B) horas apds incubagdo com DHA,
DHA, para as diferentes concentragdes do mesmo.

De referir que foram efectuados estudos também para 72 horas de periodo de
incubacdo. No entanto, os resultados foram semelhantes aos apresentados para as 24

e 48 horas, pelo que se torna desnecessdria a sua apresentacao.

3.2.3. Determinacgao da citotoxicidade da vitamina C

3.2.3.1. Avalia¢ao da proliferagao celular

Para avaliarmos os efeitos bioldgicos da vitamina C em células de
adenocarcinoma do colon em cultura, fomos analisar o efeito das duas formas da
vitamina C, o AA e o DHA, em diferentes concentracdes e por diferentes periodos de
tempo, na proliferacdo das células, recorrendo ao método do MTT.

Os Grafico 17 e Gréafico 18 representam as curvas dose-resposta do AA e do DHA,

respectivamente. Ao controlo, que constitui o termo de comparacdo, foi atribuido o

valor de 100 %.
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Como se pode observar no Gréfico 17, o AA em baixas concentragdes (inferiores a
0,5 mM) induz aumento da proliferacao celular estatisticamente significativa as 72 e 96
h, atingindo valores de 30 a 40 % superiores relativamente ao controlo. Pelo contrario,
para concentracdes elevadas de AA (superiores a 7 mM), induz inibicdo da proliferagado
celular, de forma dependente da dose, atingindo o IC50 as 48 h quando as células sdo

tratadas com AA na concentragdo de 10 mM (p<0,05).
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Grafico 17 - Curvas dose-resposta do AA. Os graficos representam o efeito do AA na proliferagdo das
células de adenocarcinoma do célon (WiDr), apds 24, 48, 72 e 96 horas de exposi¢do, nas
concentragbes referidas na figura. Os resultados expressam a média de seis experiéncias
independentes.

Quando as células foram tratadas com DHA, verificou-se um aumento
significativo da proliferacdo celular para baixas concentra¢cdes deste composto,
embora para concentragdes superiores as obtidas para o AA, ou seja,
aproximadamente de 0,25 a 0,5 mM. Por outro lado, o DHA induziu a diminui¢cdo da
proliferacdo celular proporcional ao aumento da dose (p<0,05), embora para

concentragdes muito inferiores as de AA utilizadas, uma vez que se atingiu 50 % da
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proliferacdo celular (IC50) logo apds as 24h de exposi¢cdo das células a DHA 5-7 mM

(Gréfico 18).
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Grafico 18 — Curvas dose-resposta do DHA. Os graficos representam o efeito do DHA na proliferagdo
das células de adenocarcinoma do célon (WiDr), apds 24, 48, 72 e 96 horas de exposi¢do, nas
concentragdes referidas na figura. Os resultados expressam a média de seis experiéncias
independentes.

Assim, é de salientar que, o DHA evidenciou um efeito antiproliferativo mais

eficaz que o AA, visto que o IC50 é atingido mais precocemente e para concentracdes

mais baixas.

3.2.3.2. Avaliagao da viabilidade e morte celular

A avaliacdo da viabilidade e morte celular foi realizada por citometria de fluxo,

recorrendo a dupla marcagdo com anexina-V-FITC e iodeto de propideo (IP).
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Como referido anteriormente, esta técnica permite-nos distinguir diferentes
populagdes celulares: células vidveis (V), células em apoptose inicial (A), células em

apoptose tardia e necrose (A/N) e células em necrose (N) (Grafico 19).

AnexinaV FITC

Propidium lodide ->

Grafico 19 — Dot-plot representativo da marcagdo com anexina-V e iodeto de
propideo (AV/IP). As células WiDr foram tratadas com 7 mM de DHA, durante 48
h, e marcadas com AV/IP e analisadas por citometria de fluxo. Legenda de cores:
a vermelho - células viaveis; a azul - células em apoptose inicial; a verde - células
em apoptose tardia e necrose; e a amarelo - células em necrose.

Os estudos de citometria vieram confirmar a inexisténcia de morte celular
guando as células sdo tratadas com AA em concentragdes inferiores a 2 mM, como se
evidencia no Grafico 20. Porém, na concentracdo de 7 mM, observa-se uma diminuicdo
de 6,5 % de células viaveis, com aumento da percentagem de células em apoptose
tardia/necrose. Pelo contrario, quando as células sdo incubadas com DHA, observa-se
um efeito antiproliferativo e citotdxico mais acentuado. De facto, verificamos que o
DHA induz diminuicdo da viabilidade de forma dependente da dose, induzindo morte
celular por apoptose/necrose. Como podemos ver no Grifico 20, o DHA, na

concentracdo de 7 mM, reduz a viabilidade das células em aproximadamente 40 %,
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relativamente ao controlo (C), aumentando simultaneamente a percentagem de

células em apoptose tardia/necrose.
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Grafico 20 — Anadlise da viabilidade e morte celular por citometria de fluxo recorrendo a dupla
marca¢do com anexina-V e IP. Estd representada a percentagem de células vidveis (V), em
apoptose (A), em apoptose/necrose (A/N) e em necrose (N), apds 48 h de incubagdo com AA
(esquerda) e DHA (direita). Os dados expressam a média de duas experiéncias independentes.

3.2.3.3. Avaliagao dos mecanismos envolvidos na citotoxicidade da vitamina C

Dada a importancia que as ROS poderdo ter nos mecanismos de citotoxicidade
da vitamina C, determindmos a presenca de perdxidos e radical superéxido nas células
WiDr tratadas com as duas formas da vitamina C, usando as sondas DCFH,-DA e a DHE,

respectivamente.

-

Como ja referimos na seccdo de métodos, a determinacdo de perdxidos
possivel tendo em conta que o DCFH,-DA entra na célula e, por acgao de esterases, é
clivado originando o DCFH, o qual na presenca de perdxidos origina o composto
fluorescente DCF. Quanto maior a producdo de perdxidos, maior a intensidade de
fluorescéncia desta molécula.

No Gréfico 21 observa-se um dot-plot representativo da analise da producdo de

peroxidos intracelulares, por citometria de fluxo, recorrendo a sonda fluorescente DCF.
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Grafico 21 — Dot-plot representativo da andlise de perdxidos intracelulares, apds
marcagdao com DCFH,-DA. As células WiDr foram incubadas com DHA 7 mM,

durante 48 h, marcadas com DCFH,-DA e, posteriormente, analisadas por
citometria de fluxo.

Como se pode observar no Grafico 22, quando as células sdo tratadas com DHA
em concentragdes de 0,5 e 2 mM, observa-se um aumento de 36,1 % na produc¢ao de
perdxidos, relativamente ao controlo. Pelo contrario, nas concentracdes mais elevadas
(5 mM), o efeito citotdxico foi mais acentuado, observando-se uma diminuicdo da

producdo de perodxidos intracelulares de 70,6 %.
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Grafico 22 — Avaliacdo de peroéxidos intracelulares por citometria de fluxo. As células
WiDr foram tratadas com AA e DHA, durante 48 h, e a produgdo de peréxidos
detectada, por citometria de fluxo, pela marcagdao com DCFH,-DA. Os resultados sdao
expressos em termos da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) e expressam a
média de duas experiéncias independentes.
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Para avaliarmos a produc3o do radical superéxido (0,") recorremos a marcagio
com DHE e a andlise das intensidades de fluorescéncia por citometria de fluxo. A partir
da analise dos Grafico 23 e Grafico 24 podemos verificar que, enquanto que as células
tratadas com AA apresentam baixas concentracdes de O, relativamente ao controlo,
quando incubadas com DHA, uma tendéncia para o contrdrio é observada, embora

sem significado estatistico.

Grafico 23 — Dot-plots representativos da producdo de radical superéxido (O,”), obtidos por

citometria de fluxo. As células WiDr foram tratadas, durante 48 h, na auséncia (controlo — A), e na
presenca de AA 7 mM (B) e de DHA 7 mM (C). Posteriormente, foram marcadas com DHE e
analisadas por citometria de fluxo.
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Grafico 24 — Anilise da produc3o de radical superéxido (0,") por citometria de fluxo. As células
WiDr foram tratadas com AA e DHA, durante 48 h, nas concentragGes indicadas no grafico.

Posteriormente, foram marcadas com DHE e o O, detectado por citometria de fluxo. Os
resultados expressam a média de duas experiéncias independentes.
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3.2.3.4. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial

Para avaliarmos a participagdo da mitocondria nos efeitos biolégicos da
vitamina C, fomos avaliar o potencial de membrana mitocondrial, recorrendo a sonda
fluorescente JC-1 (Gréfico 25). Este fluorocromo é um catido lipofilico que entra
selectivamente na mitocondria. Este existe na forma de mondmeros (M) (fluorescéncia
verde), e na forma de agregados (A) (fluorescéncia vermelha), dependendo do
potencial de membrana mitocondrial. Assim, é emitida fluorescéncia que muda do
vermelho para o verde, quando as mitocondrias despolarizam, ou seja, quando diminui

o potencial de membrana mitocondrial.

Grafico 25 — Dot-plot representativo da analise do potencial de membrana
mitocondrial por citometria de fluxo. As células foram incubadas na auséncia
de AA e DHA, marcadas com JC-1 e analisadas por citometria de fluxo.

O Gréafico 26 mostra a razio M/A nas células WiDr tratadas com AA e DHA.
Como podemos observar, ocorre um aumento significativo da razdo M/A nas células
incubadas com DHA 7 mM, indicativo de diminuicdo do potencial de membrana

mitocondrial.
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Grafico 26 — Avaliacdo do potencial de membrana por citometria de fluxo. As células
WiDr foram tratadas com diferentes concentracdes de AA e DHA, referenciadas no
grafico, durante 48 h. Posteriormente, foram marcadas com a sonda fluorescente
JC-1 e analisadas por citometria de fluxo. Os resultados expressam a média de duas
experiéncias independentes.

3.3. Estudos in vivo

Com o objectivo de estudar o composto marcado e esclarecer os resultados
obtidos no controlo de qualidade, foram realizados estudos in vivo que incluiram
estudos de biodistribuicio e imagiologia com *™Tc-AA, em ratinhos Balb/c nu/nu
normais.

A anélise do Grafico 27, obtido apds os estudos de biodistribuicdo com *™Tc-AA
e respectiva quantificacdo de dose injectada por grama de 6rgdo, mostra,
essencialmente, excre¢do por via urindria (rim, urina e bexiga) e, também, via ciclo
entero-hepatico (figado, vesicula biliar e bilis). De facto, ndo se verifica captacdo de
PMTc_AA por nenhum 6rgdo preferencial. Com a progressdo no tempo, ou seja, dos 30

para os 60 minutos, existe uma diminuicdo da percentagem de captacdo por grama de

sangue, o que se observa também com o figado e com a vesicula biliar. O contrério se
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verifica em drgdos como o intestino delgado, a bexiga e os genitais, em que a
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Grafico 27 — (A) Biodistribui¢do do PMre AA. Depois de passados 30 e 60 minutos da administragdo do
radiofarmaco, os ratinhos foram sacrificados, os drgdos colhidos e a percentagem de dose
injectada por grama de tecido quantificada. (B) Fracgdo percentual do grafico A.

As imagens adquiridas nos estudos imagioldgicos foram processadas e
normalizadas a uma escala de cores linear, onde o preto corresponde ao minimo de
actividade e o branco ao maximo. Foram, entdo, desenhadas regides de interesse
(ROIs) nos seguintes o6rgdos: tirdide, estdbmago, figado, rim e bexiga, como
exemplificado na Figura 11. Desta forma, avalidmos ndo sé a existéncia de impurezas
radioquimicas, na medida em que a acumulacdo de **™Tc-O, se d4 ao nivel da tirdide e

99m

do estébmago e, por sua vez, a acumulacdo de “"'Tc-RH se verifica ao nivel do figado e

do bago, mas também as vias de excrecdo (urinaria e hepato-biliar).
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Figura 11- Imagem representativa das ROIs desenhadas. Apds a
aquisicdo das imagens estdticas em camara-gama, estas foram
processadas, desenhando ROls e, posteriormente, quantificada a
actividade.

A partir da quantificacdo das ROIs foi também determinada a razdo 6rgao
alvo/fundo. Considerando que, quanto mais a razdo 6rgdo alvo/fundo se aproxima de

PMTc-AA no respectivo 6rgdo com a do fundo,

1, mais semelhante é a acumulagdo de
verifica-se que a acumulacdo ao nivel da tiréide e estobmago é reduzida e ao nivel do
rim e figado é ligeiramente superior (Gréfico 28). Estes dados sdo concordantes com os

da biodistribuicdo revelando excrecdo renal e hepato-biliar, assim como, a reduzida

presenca de impurezas radioquimicas.

86



Resultados

20,000
18,000
16,000
14,000
12,000
10,000

5000 —_, . i
6,000 —l— Estdmago

4,000 A ——— Figado

2,000
0,000

——Tirdide

Razio Orgio AlvofFundo

15 30 &0
Tempo (min)

Grafico 28 - Razdo 6rgdo alvo/fundo. Apds a obtengdo das imagens
estaticas por cadmara-gama, estas foram processadas e ROIls em
determinados  6rgdos de interesse foram  desenhadas.
Posteriormente, foi determinada a razdo 6érgdo alvo/fundo,
evidenciada no grafico.

A Figura 12 apresenta imagens estdticas adquiridas 15, 30 e 60 minutos apds a
injeccdo do radiofdarmaco, a partir das quais é possivel observar uma diminuicdo da

actividade de fundo ao longo do tempo. Por outro lado, é também visivel a elevada

99m.

Tc-AA ao nivel da bexiga e rins.

acumulacdo do

Figura 12 - Imagens estaticas adquiridas em camara-gama. O complexo ™I AA foi administrado ao
ratinho 2 e, 15, 30 e 60 minutos depois, foram adquiridas imagens estaticas e processadas a uma

escala de cores linear.
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Discussao

O presente trabalho permitiu alcancar alguns avangos, tanto ao nivel da
medicina nuclear como da biologia molecular. Os resultados por nés obtidos poderdo
ter grande utilidade na tdo antiga e controversa histdria da vitamina C no tratamento

do cancro.

A primeira fase deste trabalho incidiu na marcagdo radioactiva da vitamina C.
Inicialmente, e baseados numa formulagdo publicada (Yigit, et al., 2006), utilizdmos
como agente redutor o cloreto de estanhoso dihidratado. Contudo, para além desta
formulacdo se ter mostrado ineficaz, o controlo de qualidade ndo permitia a
determinacdo da pureza radioquimica. Devido a estas razbes, esta formulacdo foi
abandonada. Posteriormente, e apds consulta de algumas publicacées dos anos 70
(Hauser, et al., 1971; Stapleton, et al., 1967; Persson, et al., 1975), experimentou-se
usar como agente de redutor o cloreto de ferro (lll) (FeCls).

Para a marcacdo radioactiva da forma reduzida da vitamina C (AA), foi
necessario ter em conta alguns aspectos quimicos dos diferentes compostos em
questdo. O pertecnetato de sédio (Na’*™TcO.), eluido a partir de um gerador
PMMo/*MTc, é o composto a partir do qual se obtém tecnécio no estado de oxidacdo
+7 e, por isso, fortemente deficiente em electrées. Contudo, para marcar o ligando

99m

(neste caso, o AA) o 7""'Tc tem que ser reduzido a estados de oxidagao inferiores (lll ou

IV), dai a necessidade de um agente redutor. Por outro lado, para ceder electrdes ao
9MTc, e assim diminuir o seu estado de oxidacdo, o cloreto de ferro (Ill) necessita de
passar a cloreto de ferro (ll). Supomos que o AA tenha um papel de extrema
importancia neste processo.

Assim, aliando os aspectos quimicos mencionados e os procedimentos de

marcacao efectuados, o processo a partir do qual sugerimos que ocorra a formacdo do
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99m: 99m

complexo “""'Tc-AA é descrito seguidamente. Ao se adicionar o FeCl; ao ~"'Tc, como
primeiro passo do procedimento de marcacao, estes nao reagem entre si, visto que o
agente redutor ndo possui electres para ceder. S6 posteriormente, quando é
adicionado o AA, é que ird ocorrer a oxidacdo do cloreto de ferro (lll) com a formacédo
de cloreto de ferro (I1). Por sua vez, o cloreto de ferro (Il) cede electrdes ao *°™Tc(VII)
reduzindo-o a *™Tc(lll) ou *™Tc(IV). Nestes estados de oxidacdo torna-se entdo

99m.

possivel a formacdo do complexo de " Tc-AA, que poderd, ou ndo, incluir o cloreto de

ferro na sua constituicdo. A relativa complexidade da reac¢do de formagdo do

99 ~ ~
™Tc-AA pode ser a razdo pela qual esta se processa t3o lentamente, de tal

complexo
modo que, em determinados casos, as eficiéncias de marcacdo elevadas sé foram
atingidas 24 horas apds a adicdo do ligando.

A pureza radioquimica do complexo foi controlada por HPLC, permitindo assim
averiguar as condi¢des Optimas para a obtencdo de elevado grau de pureza. Foram
testados diversos volumes de cloreto de ferro (0,1 N) e diferentes concentragcdes de
AA, até se terem atingido as condi¢cdes éptimas de agente redutor e ligando, que
foram de 0,2 mL de FeCl; e 200 mg de AA. Para além disso, verificdmos que quando o
processo de marcag¢ao era realizado em locais em que a temperatura ambiente era
mais elevada, a eficiéncia de marcacdo era consideravelmente mais baixa. Por esta
razdo, minimizdmos o efeito da temperatura, procedendo a marcagdo em gelo (0-42C),
tendo-se obtido um aumento consideravel na pureza radioquimica. Por outro lado,
apds vdrias tentativas, verificdmos também que o pH era outro factor que influenciava
a eficiéncia de marcacdo. Assim, verificou-se que, quando o pH era de 6,5 e, quando os

componentes se encontravam em atmosfera argonada a eficiéncia de marcagdo era

maior. E de referir também, que a microcromatografia ascendente deverd ser
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optimizada com o intuito de se obter resultados de forma eficiente e de maneira mais

simples.

Para analisarmos os efeitos bioldgicos da vitamina C no cancro do cdlon, a par
do processo de marcacdo do AA foram também realizados estudos in vitro com uma
linha celular de adenocarcinoma do cdlon, as células WiDr. Come¢dmos por analisar o
influxo das duas formas da vitamina C, oxidada (AA) e reduzida (DHA) recorrendo a

estudos de captacdo e de estabilidade por HPLC.

A partir dos estudos de captagdo do *°™

Tc-AA podemos concluir que nao ha
captacdo significativa do complexo pelas células de adenocarcinoma do cdlon. De
facto, e apesar das variagdes na percentagem de captacdo em ambas as concentragdes
analisadas, verifica-se que estas ndo excedem os 2,5 % (Gréfico 8). Por outro lado,
quando compardmos as percentagens de captacio do ™Tc-AA e do **™Tc-0y,
verificamos que sdo semelhantes e, quando ndo sdo, a do gngc-O4’ € maioritariamente
superior (Grafico 9). Assim, podemos concluir que a captacdo verificada pode ser
devida a existéncia desta impureza radioquimica (*°™Tc-04) na solucio de *™Tc-AA.
Estes resultados estdo de acordo com estudos efectuados por outros autores que
mostram que as células tumorais ndo sdo capazes de transportar directamente o AA

(Agus, et al., 1999), o que justifica os valores reduzidos de captacdo da forma reduzida

da vitamina C marcada nas nossas células.

Uma vez que o pH pode influenciar as reac¢des de oxidacao-reducdo e como o
tratamento das células WiDR com vitamina C diminui o pH extracelular, fomos analisar,
por HPLC, o efeito do pH na oxidacdo do AA em DHA e/ou na reducdo do DHA a AA.
Assim, quando ao meio DMEM acidificado se adicionou AA, na auséncia de células, ndo
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observamos a presenca de nenhum pico correspondente ao DHA, o que sugere que
nao ocorreu oxidacdo do AA em DHA (Grafico 11). Da mesma forma, quando ao meio
DMEM adiciondmos DHA, os cromatogramas obtidos ndo revelaram a existéncia de
AA, o que nos permite concluir que ndo ocorre reducdo do DHA a AA.
Consequentemente, é licito afirmar que o pH ndo é suficiente para que ocorram
reac¢Oes que permitam a interconversao das duas formas da vitamina C, o que sugere
gue a alteracdo do pH ndo influencia os efeitos biolégicos da vitamina C observados
nas nossas células. No entanto, estas observagbes ndo excluem a possibilidade da
acidificacdo inibir o transporte de AA, interferindo com a sua eficdcia biolégica, como

descrito por alguns autores (Wilson, 2005).

Para verificarmos qual ou quais da(s) forma(s) de vitamina C atravessam a
membrana celular para o interior das células WiDR, fomos avaliar a presenca de AA e
de DHA no meio extracelular. Assim, nas células tratadas com AA, detectamos a
existéncia de um pico referente ao AA, e nenhum relativo ao DHA (Gréfico 13). Estes
resultados estdo de acordo com os estudos de captacdo e com o descrito por outros
autores (Agus, et al., 1999) e sugerem que o AA n3do é capaz de atravessar a membrana
das células, o que justifica a sua permanéncia no meio extracelular. No entanto, a
quantidade de AA detectada por HPLC no meio extracelular é inferior a quantidade
com que as células foram incubadas, o que indica que podera ter ocorrido oxidacdo do
AA com formacdao de DHA. Ora, o DHA é capaz de atravessar as membranas celulares
através do sistema de transporte GLUT1 e, uma vez no interior das células, é
convertido em AA por uma reductase. Este AA permanece no interior das células que

nao possuem sistemas de transporte para este composto (Agus, et al., 1999). Estas
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observacbGes podem explicar a diminuicdo de AA e a auséncia de DHA no meio
extracelular. Por outro lado, nas células tratadas com DHA ndo detectamos a presenca
de AA (Gréfico 15), o que nos leva a concluir, como seria de esperar, que ndo ocorre
formacdao de AA por reducdo do DHA no meio extracelular. No entanto, nos
cromatogramas obtidos verifica-se a presenca de DHA que, apesar de reduzida, pode
ser significativa, quando as células foram tratadas com concentra¢des elevadas de
DHA. Este facto podera ser hipoteticamente explicado por uma saturacdo ao nivel dos
transportadores de membrana que, na presenca de elevadas concentracdes do

composto, deixam de o poder transportar (Agus, et al., 1999; Rumsey, et al., 1997).

Apds confirmarmos qual a forma de vitamina C predominante no meio
extracelular das nossas células, fomos avaliar a sua potencial utilizacdo terapéutica no
cancro do célon. Para o efeito, tratdmos células obtidas de um doente com
adenocarcinoma do célon, as células WiDR, com as duas formas de vitamina C e
avalidmos os seus efeitos na proliferacdo e na viabilidade celular, por colorimetria e

por citometria de fluxo.

Os nossos resultados mostram que o AA e o DHA em baixas doses (até 0,5 mM)
induzem proliferacdo celular, enquanto que em doses elevadas possuem um efeito
anti-proliferativo nas células de adenocarcinoma do célon, sobretudo quando as
células sdo tratadas com DHA (Grafico 17 e Grafico 18). De facto, quando as células
foram tratadas com DHA observamos inibicdo de 50% na proliferagdo celular (IC50),
mais precocemente e para concentragées inferiores as utilizadas para o AA (Gréfico 17
e Gréfico 18). Os efeitos antiproliferativos observados podem estar relacionados com a

capacidade do DHA impedir a activagdo do IKKB, uma enzima essencial a fosforilagdo
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do inibidor do NF-kB, o IkB. Se o IkB ndo estiver fosforilado, ndo é degradado,
permanecendo ligado ao NF-kB, impedindo a sua ac¢do. Ora, o NF-kB é um factor de
transcricdo que estd envolvido na transcricdo de multiplos genes que codificam
proteinas com varias funcdes na célula, nomeadamente na progressao do ciclo celular

(Carcamo, et al., 2004).

Este efeito anti-proliferativo, predominantemente, do DHA é acompanhado de
um efeito citdxico, como demonstram os estudos efectuados por citometria de fluxo
recorrendo a dupla marcagdo com anexina V e iodeto de propideo (IP). De facto, nas
células tratadas com DHA, na concentracdo de 7 mM, observdmos diminuicdo da
percentagem de células vidveis e aumento do nimero de células em apoptose tardia
e/ou necrose (Grafico 20). Esta técnica, como ja referimos, baseia-se no facto de que,
guando as células entram em apoptose, a fosfatidilserina, um fosfolipido
habitualmente do folheto interno da membrana celular, exterioriza-se e liga-se a
anexina. Desta forma as células que entram em apoptose marcam positivamente para
este fluorocromo. Por outro lado, numa fase mais avancada de apoptose, e/ou quando
as células entram em necrose, a membrana celular torna-se permedvel, permitindo a
entrada do iodeto de propideo na célula, o qual ao intercalar-se no ADN emite
fluorescéncia. Pelo contrario, as células vidaveis ndo apresentam positividade para

nenhum dos fluorocromos (Gréafico 19) (Chen, et al., 2008).

Um dos mecanismos que tem sido sugerido para o efeito citdxico selectivo da
vitamina C nas células tumorais envolve o stresse oxidativo (Chen, et al., 2005). De
facto, nos processos de interconversdo da vitamina C ocorre formacdo de espécies

reactivas de oxigénio (ROS). Por outro lado, hd evidéncias de que as células tumorais
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possuem uma diminuicdo da concentracdo de catalase num factor de 10 a 100. De
salientar que a catalase é responsavel pela destoxificacdo do H,0,. Desta forma, a
diminuicdo da catalase nas células tumorais promove a acumula¢do de H,0, formado a
partir da oxidacdo da vitamina C. Este facto pode assim estar na origem do efeito proé-
oxidante da vitamina C e, consequentemente, explicar os efeitos citotdxicos
evidenciados (Drisko, et al., 2003; Li, et al., 2007).

Tendo em conta a argumentacdo anterior, fomos avaliar a presenca de ROS,
nomeadamente de perodxidos intracelulares e de anido superdxido. Para o efeito
recorremos a marcacao das células com DCFH,-DA e com DHE, respectivamente, e
posterior andlise por citometria de fluxo. O DCFH,-DA, uma molécula lipossolivel nao
fluorescente, entra dentro das células, é hidrolisada por esterases, libertando o DCFH.
Este liga-se aos perdxidos intracelulares, com formacdo de DCF, que emite
fluorescéncia (Tarpey, et al., 2003). Por sua vez, o DHE atravessa facilmente as
membranas celulares e é convertido pelo radical superdxido a etideo, composto
fluorescente de cor vermelha que se intercala no ADN, permanecendo no interior da
célula (Zhao, et al., 2005).

Como ja referimos, os nossos resultados mostram nas células tratadas com
DHA, em baixa concentracdo, um aumento dos perdxidos, enquanto que, em
concentracgoes elevadas, observamos o efeito contrario (Grafico 22). Em nenhuma das
condicOes observamos variacoes significativas de anido superédxido (Grafico 24).

Apesar de termos observado citotoxicidade para niveis elevados de vitamina C,
sobretudo de DHA, e de nestas condi¢des verificarmos diminuicdo acentuada dos
niveis de perdxidos, sugerimos que estas espécies poderdo ter sido convertidas em

espécies mais lesivas para a célula como o radical hidroxilo (OH") e/ou peréxido nitrito
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(ONOO). Estas espécies reactivas ndao foram medidas, no entanto, esta justificacdo é
extremamente plausivel, na medida em que, na presenca de ferro livre, o peréxido de
hidrogénio é transformado pela reac¢do de Fenton/Habber Weiss em radical OH’, e o
anido superdéxido, na presenca de éxido nitrico NO®, pode ser convertido em ONOO".
Estes radicais livres sdo bastante reactivos e téxicos para a célula podendo induzir
morte celular (Li, et al., 2007; Valko, et al., 2007).

Sabe-se que, consoante as concentracdes em que estiverem presentes, as ROS
podem, tanto ter efeitos proliferativos, como efeitos citotoxicos nas células.
Normalmente, os efeitos proliferativos verificam-se quando as ROS se encontram em
baixas concentragdes, e podem ser traduzidos pela activagdo de genes e, consequente,
inducdo e manutencdo das vias de transducdo de sinal, assim como, pela promocéao da
funcdo imunitaria. Por outro lado, quando presentes em altas concentracdes, as ROS
podem provocar a morte celular pela lesdo oxidativa de biomoléculas (DNA, lipidos,
proteinas e aclcares), assim como, pela promogao da disfuncdo mitocondrial (Valko, et
al., 2007). Estas evidéncias explicam os efeitos antagdnicos provocados pela vitamina C
na proliferacdo e viabilidade celulares.

Para confirmarmos a participacdo da mitocéndria nos efeitos bioldgicos da
vitamina C fomos avaliar o potencial de membrana mitocondrial pela marcagdo com
JC-1. Como ja referimos, esta molécula existe sob duas formas, mondmeros (M) e
agregados (A), dependendo do potencial de membrana mitocondrial. Desta forma,
quanto maior a razdo M/A, menor o potencial de membrana (), o que implica
altera¢des na funcdo mitocondrial e, consequentemente, morte celular por apoptose

e/ou necrose. Por outro lado, a diminui¢do da razdo M/A, traduz o aumento do
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potencial de membrana (), o que pode estar relacionado com a proliferagdo celular

(Yao, et al., 2008).

Os nossos estudos estdao de acordo com o referido anteriormente e confirmam
os resultados obtidos nos estudos de proliferacdo. De facto, observamos diminuicdo da
razdo M/A, nas condicbes em que a vitamina C induziu proliferacdo celular, e um
aumento muito acentuado desta razdo nas concentragdes em que observdmos morte
celular, ou seja, com concentracdes elevadas de DHA (Grafico 26). Tais resultados
sugerem que a diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial, poderd estar
relacionado com o efeito citotdxico da vitamina C nas células de adenocarcinoma do

célon.

Como verificdmos, os efeitos citotdxicos e anti-proliferativos da vitamina C sdo
mais precoces e para concentra¢ces mais baixas de DHA do que de AA. Este facto pode
ser explicado pela andlise do metabolismo das duas formas da vitamina C, a forma
reduzida, AA, e a forma oxidada, DHA, que efectudmos por HPLC. A forma reduzida,
ndo entra directamente nas células tumorais, entrando de forma indirecta, por
oxidacdo em DHA o qual atravessa as membranas celulares utilizando o transportador
GLUT-1 (Agus, et al.,, 1999). Existem evidéncias de que as células tumorais ndo
possuem transportadores dependentes de sédio (SVCTs), logo ndo transportam AA,
mas apresentam sobrexpressdo do transportador GLUT (Li, et al., 2007), um sistema de
transporte utilizado pelo DHA. Assim, podemos concluir que, tanto a sobrexpressdo
dos transportadores (GLUT) como o transporte directo do DHA pelos mesmos, sejam
factores que promovam a acumulacdo do DHA intracelular, a sua consequente reducdo

a AA, e posteriormente, a inducdo da formacdo das ROS responsaveis pelo efeito
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citotéxico. Este processo sera hipoteticamente mais rentdvel com o transporte directo
do DHA para o interior da célula do que com o transporte indirecto de AA. Estes factos
podem justificar os efeitos anti-proliferativo e citotdxicos tardios da forma reduzida da

vitamina C, o AA.

A partir dos estudos in vivo foi possivel averiguar as vias de excre¢do e
metabolizagdo do composto marcado e o controlo de qualidade do mesmo recorrendo
a tecnica de HPLC. A partir dos estudos de biodistribuicdo, assim como, dos estudos
imagioldgicos com *™Tc-AA, pudemos verificar que a excrecio do complexo se efectua
via renal e hepato-biliar (Gréfico 27 e Figura 12). Para além disso, a partir destes estudos
verificdmos uma reduzida acumulacdo do radiofarmaco em érgdos onde
preferencialmente se acumulam impurezas radioquimicas, tais como, tirdide,
estbmago, figado e baco. Estes dados levam-nos a concluir que a formulacdo
farmacéutica desenvolvida e analisada possuia um elevado grau de pureza

radioquimica, e que poderia ser usada para o objectivo proposto.

100



Conclusdo






Conclusdo

Seguidamente, apresentam-se as principais conclusdes que foram obtidas a
partir da analise dos resultados do nosso trabalho, envolvendo a marcagdo radioactiva

da vitamina C e os estudos biolégicos efectuados in vitro e in vivo.

De todo o trabalho realizado, desde a preparacdo da formulacdo farmacéutica,
até a obtencdo de imagem, passando pelo desenvolvimento de todo um conjunto de
procedimentos para controlo de qualidade da pureza radioquimica, em relacdo a
marcacdo radioactiva do 4cido ascoérbico (AA), a forma reduzida da vitamina C,

concluimos que:

+» Foi desenvolvida e optimizada uma formulacdo farmacéutica, para obtenc&o do

99m

complexo Tc-AA, com elevado grau de pureza radioquimica, como mostram os

estudos de HPLC.

+* Foi igualmente desenvolvido por HPLC, um método de controlo de qualidade,
gue tornou possivel a separagdo dos diferentes compostos radioactivos presentes na
formulagdo farmacéutica.

PMTCAA & lenta, na medida em que se

+* A reaccdo de formacdo do complexo
obtiveram elevadas eficiéncias de marcacdo, 24 horas ap6s a adicdo de ligando.

+» A microcromatografia ascendente em camada fina devera ser ainda optimizada,

com o intuito de se obterem resultados de forma mais eficiente e simples.

Relativamente aos estudos in vitro, realizados em células de adenocarcinoma

do cdélon, WiDr, pudemos retirar as seguintes conclusées:
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% As células de adenocarcinoma do célon n3do sdo capazes de transportar

directamente o AA, visto que a captacdo do complexo ™

Tc-AA por estas é muito
reduzida.

+»* O pH n3o influencia os efeitos bioldgicos da vitamina C observados nas células
de adenocarcinoma do célon, dado que a acidificacdo do meio, na auséncia de células,
ndao se mostrou ser suficiente para permitir a interconversdo das duas formas da
vitamina C. Pode, contudo, interferir no transporte desta vitamina através das
membranas celulares.

+»* Os nossos estudos sugerem que o AA n3o atravessa a membrana celular das
nossas células, contudo, no meio extracelular, este composto podera ser oxidado,
formando DHA.

% A diminuicdo de DHA no meio extracelular das células tratadas com este
composto, sugere que o DHA atravessa a membrana das células de adenocarcinoma
do célon e, no citoplasma, é rapidamente convertido em AA, o qual fica retido no
interior das células. De facto, no meio extracelular, ndo observdamos aumento da
concentracdo de AA nas células tratadas com DHA.

+* As duas formas da vitamina C induzem um efeito na proliferacdo das células de
adenocarcinoma do célon, de forma dependente da dose. Baixas concentra¢des de AA
e DHA (até 0,5 mM) induzem a proliferagdo celular, enquanto que concentragdes mais
elevadas tém um efeito anti-proliferativo.

+* No entanto, o efeito anti-proliferativo do DHA é mais acentuado que o do AA.

De facto, o IC50 é atingido mais precocemente e para concentracdes inferiores de DHA

relativamente as de AA.
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% O efeito anti-proliferativo é acompanhado de um efeito citotdxico, dada a
diminuicdo da viabilidade celular e, consequente, aumento de morte celular por
apoptose tardia e necrose que verificamos.

+ O efeito citotdxico do DHA podera estar relacionado com a produgdo de ROS,
nomeadamente, pela conversdo de perdxidos em espécies bastante reactivas e
tdxicas, tais como, o radical hidroxilo e o peréxido nitrito, o que estd de acordo com a
morte celular por apoptose tardia/necrose que observamos.

++ A disfuncdo mitocondrial, avaliada pela diminuicdo do potencial de membrana
mitocondrial, é outro dos mecanismos que esta relacionado com o stresse oxidativo e
que pode contribuir para o efeito citotdxico de elevadas doses de vitamina C nas
células de adenocarcinoma do célon.

+»* Os nossos resultados sugerem que, nas células WiDR, o transporte directo do
DHA para o interior das células deverd estar relacionado com a sobrexpressdo dos
GLUT. Por outro lado, o DHA, directamente ou por posterior reducdo a AA, pode

induzir a morte das células de adenocarcinoma do célon podendo constituir uma

abordagem terpéutica neste tipo de neoplasias.

Por ultimo, podemos retirar algumas conclusdes dos estudos in vivo realizados:

99m.

+» O complexo "Tc-AA é excretado por via renal e hepato-biliar.

99 . . o .
™Tc-AA possui uma elevada eficiéncia de

< A formulagdo farmacéutica de
marcacdo, sustentada por estudos de biodistribuicdo e imagioldgicos, a qual permitiu a

utilizacdo do composto para o objectivo proposto.
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Trabalho Futuro

Com o intuito de melhorar os resultados por nés obtidos, sugere-se a marcagao
da forma oxidada da vitamina C, recorrendo a adicdo de ascorbato oxidase a
formulacdo farmacéutica por nds desenvolvida para marcacdo da forma reduzida. Este
protocolo tem sido seguido, por muitos autores, em processos de marcacdao do DHA
com **C (Maulén, et al., 2002; Carcamo, et al., 2004; Agus, et al., 1997; Savini, et al.,
2000; Holmes, et al., 2002).

Dadas as dificuldades que surgiram na analise da presenca de DHA por HPLC,
sugere-se que, futuramente, seja desenvolvido um método de HPLC que permita
separar claramente este composto. Um possivel protocolo é apresentado por Savini, et
al., 2000.

Considerando que a citotoxicidade da vitamina C sé foi avaliada por citometria
de fluxo, apds tratamento das células de adenocarcinoma do célon durante 48 horas,
sugere-se que seja determinada para outros tempos de exposicao de AA e DHA,
permitindo assim fazer uma avaliacdo ao longo do tempo. Para confirmarmos os
mecanismos envolvidos na citotoxicidade da vitamina C, sugere-se a medicdo do
radical hidroxilo (OHe) e das espécies reactivas de nitrogénio, nomeadamente, do

perdxido nitrito (ONOO-).
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