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RESUMO

O figado é considerado um 6rgédo de extrema importancia no Nosso organismo por
todas as funcdes que desempenha, como a metabolizacdo e excrecdo dos farmacos e
metais. Assim sendo é muito importante conhecer como e em que condi¢fes 0s metais
podem provocar hepatoxicidade, seja pelo desequilibrio da quantidade dos metais
normalmente presentes no organismo, seja pela administracdo de metais incorporados em

farmacos para diagnostico ou tratamento.

No caso da deficiéncia de metais com influéncia sobre o figado, refere-se a anemia
ferropénica por deficiéncia em Fe e a sindrome de Menkes por deficiéncia em Cu. Em
excesso, a hemocromatose causada pelo Fe e a cirrose indiana infantil e a doenca de
Wilson provocadas pelo Cu. O reestablecimento do equilibrio nestes casos é obtido
através da administracdo dos metais em falta ou da quelatacdo com posterior remocao,

consoante 0 caso.

Os metais tém um papel importante quer na imagiologia do figado quer como
potenciais agentes terapéuticos do carcinoma hepatocelular. Na imagiologia do figado,
sdo utilizados na ressonancia magnética nuclear e na tomografia computadorizada por
emissdo de fotdo Unico, e devem permitir a analise sem que exista acumulacdo que pode
levar a efeitos secundarios indesejados. Na terapéutica, diversos metais (na forma de
nanoparticulas) tém demonstrado potencial no tratamento de um dos cancros mais

severos, considerado em 2000 a terceira causa de morte por cancro.

Neste &mbito, o presente trabalho centrou-se na analise bibliogréfica da influéncia
de metais, em particular de metais de transi¢cdo, no figado. Inclui a abordagem de
patologias devido a excesso ou deficiéncia de metais especificos e em que o figado tem
um papel importante e o uso de farmacos com base em metais de transi¢cdo, quer com

acao terapéutica quer de diagndstico, direcionados a este 6rgéo.

Palavras-chave: figado, hepatotoxicidade, metais, imagiologia, quimioterapia,

carcinoma hepatocelular.
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ABSTRACT

The liver is a very important organ in the body due to the functions it performs. It
Is responsible for drug metabolism and metals excretion and, it is then of paramount
importance to understand how the metals may exert hepatoxicity, either by the unbalance
of those normally present in the body or by metal incorporation in drugs for diagnosis or

treatments.

In the case of deficiency of metals with influence on the liver, it is described the
Fe deficiency that results in anemia and Menkes syndrome resulting from the deficiency
in Cu. In excess, hemochromatosis caused by Fe and indian childhood cirrhosis and
wilson's disease caused by Cu. Providing the missing metals or quelation of metals that
are in excess using adequate drugs, are the usual therapeutic ways to restore the metals
balance in the body.

Metals also play an important role both in liver imaging and as potential drugs for
the treatment of the hepatocellular carcinoma. Concerning the liver imaging, metals are
used in magnetic resonance imaging and computed tomography single photon emission
tomography. They should allow the imaging without being irreversibly accumulated,
which could result in undesired side effects. Several metals (in the form of nanoparticles)
have also shown interesting potential as drugs for the treatment of hepatocellular
carcinoma, one of the most serious cancers that was identified in 2000 as the third leading

cause of death by cancer.

In this context, the present work aims at the bibliographical analysis of the
influence of metals, in particular of transition metals, in the liver. It includes the
pathologies due to excess or deficiency of specific metals and in which the liver has an
important role, and the use of drugs based on transition metals, either with therapeutic or

diagnostic action, directed to this organ.

Keywords: liver, hepatotoxicity, metals, imaging, chemotherapy, hepatocellular

carcinoma.
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.  INTRODUCAO

O figado é considerado o0 maior érgdo interno do corpo humano e o principal 6rgao
metabdlico.! Encontra-se localizado no quadrante superior direito do abdémen, apoiado
contra a face inferior do diafragma. O figado desempenha um papel decisivo num elevado
namero de funcbes vitais ao nosso organismo dado que tem fungdes digestivas e
excretoras, armazena e metaboliza nutrientes, produz novas moléculas e tem ainda
fungbes importantes na transformacgdo de quimicos nocivos?®. Este 6rgdo é também
responsavel pela metabolizacdo e excrecdo dos farmacos e metais que quando atingem
concentragdes muito elevadas podem provocar hepatotoxicidade®>.

Os farmacos sdo metabolizados nos reticulos endoplasmaticos lisos dos
hepatocitos em duas fases, sendo que a primeira € uma oxidacao catalisada pelo citocromo
P-450, citocromo b5 e NADPH. A segunda fase, é uma conjugacdo com glutationa e uma
glucuronidacdo.® No caso de armazenamento de metais em excesso, podem ser
desencadeadas algumas patologias como por exemplo a hemocromatose, cirrose indiana
infantil e doenca de Wilson, pela acumulacéo de ferro e cobre’=°. No entanto, inmeros
metais como o Cr, Mn, Cu, Fe, Se, Zn e Mo quando em quantidades insuficientes podem
também provocar disturbios no corpo humano, como seja a anemia ferropénica no caso
da deficiéncia em Fe e o sindrome de Menkes que resulta de deficiéncia em Cu. Estes

metais podem ser fornecidos ao nosso organismo através da dieta.!03

Os metais de transi¢do sdo também designados como elementos de transicao, e
segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada, sdo elementos cujo 4&tomo
tem uma subcamada d incompleta, ou pode dar origem a catides com uma subcamada
incompletal®. Estes desempenham um papel fundamental em diversos processos
bioldgicos devido a propriedades especificas resultantes das suas configuracfes

eletrénicas que incluem as orbitais de valéncia d e/ou f2°.

O excesso de determinado metal no organismo, e em particular no figado, podem
causar diversas patologias, como ja referido acima, no entanto o efeito combinado de
diversos metais parece mais complexo do que a simples sinergia dos efeitos adversos de
cada um. De facto, foi observado num estudo envolvendo células normais do figado (HL
7702) que existe efeito aditivo mas no caso de determinados metais o efeito resultante

parece ser inferior aos efeitos separados dos metais envolvidose.

11
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Diversos metais radioativos tém também mostrado uma utilidade farmacoldgica
significativa, uma vez que podem ser usados quer no diagndstico médico quer na
terapéutica. No entanto, é necessario lidar com o envenenamento acidental que pode ser
causado por estes metais. Nestes casos, como a toxicidade dos metais radioativos é quase
inteiramente consequéncia da radiacdo ionizante, o objetivo terapéutico apds a exposi¢ao
é a quelacdo dos metais e a sua remocdo do corpo tdo rapida e completamente quanto
possivel, visto que a eficacia do tratamento diminui com o aumento do intervalo entre a

exposicdo e o inicio da terapia®.

Atualmente é reconhecida a importancia bioldgica de diversos metais, quer em
termos da participacdo nos processos inerentes ao regular funcionamento do organismo e
na inducdo de patologias quando existe desequilibrio nas quantidades presentes, quer em
termos da importancia em terapéutica e diagnostico. Por outro lado, o sistema hepatico
com as suas funcdes de metabolizacdo, excrecdo e armazenamento esta envolvido em
diversos processo biologicos envolvendo metais. Assim, 0 objetivo da presente
monografia € andlise bibliogréfica da influéncia de metais, em particular de metais de
transicdo, no figado. Serd apresentada uma revisao bibliografica o mais completa possivel
e gue incluira patologias devido a excesso ou deficiéncias de metais especificos e em que
o figado tem um papel importante, o uso de farmacos com base em metais de transicao,

quer com acao terapéutica quer de diagnostico, direcionados a este 6rgao.

12
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Il. EFEITOS DO FERRO E COBRE NO FIGADO

Os metais sdo fundamentais no nosso organismo, mas é necessario que estejam
em equilibrio, porque quando assim ndo é, levam ao desenvolvimento de patologias.
Deste modo, vamos focarmo-nos no efeito de alguns metais, como o ferro e o cobre no

figado.

2.1. O FERRO E O COBRE

O ferro (Fe) é fundamental no organismo humano e intervém em diversos
processos fisioldgicos, com particular destaque para a formacdo do grupo heme da
hemoglobina é responsavel pela oxigenacao dos tecidos, sendo armazenado na forma de
ferritina ou hemossiderina nas células do sistema mononuclear fagocitario. Um adulto
deve ter cerca de 3,5 a 4 g de ferro no seu organismo. O facto do ferro em excesso no
sistema fisiolégico humano ser prejudicial e gerar posteriormente algumas patologias,
resulta da incapacidade que o organismo tem de aumentar 0os processos de excrecdo de

Fe para fazer frente ao aumento da sua concentragdo. *"~%°

O cobre (Cu) € outro elemento essencial e as suas funcdes vao desde influenciar a
expressao genética, a ser cofator vital para enzimas envolvidas numa ampla gama de
funcgdes, tais como o stress oxidativo (superéxido dismutase (SOD)), a pigmentacao
(tirosinase) ou a producdo de energia (citocromo c oxidase). A sua utilidade vital esta
relacionada com a capacidade de ter dois estados de oxidacdo, o cuprico (Cu (Il)) e
cuproso (Cu (I)). Uma alimentacdo equilibrada fornece 1 a 10 mg de cobre, geralmente
de 2 a 5 mg/dia, variando com quantidade de carne, legumes, marisco e chocolate
consumidos. A dose diaria recomendada é de 0,9 mg/dia. Este é distribuido pelo
organismo em duas etapas; na primeira é absorvido na superficie apical dos eritrocitos do
intestino delgado (55 a 75%) para ser exportado para a circula¢do ligado a proteinas
séricas e na segunda etapa, € absorvido pelo figado, onde se liga ao soro ceruloplasmina,
a albumina ou a transcupreina e é exportado novamente para a circulacdo para ser
utilizado pelos tecidos periféricos. Apos sua captacdo hepatica, o0 Cu pode ser armazenado
no interior dos hepatdcitos, excretado no plasma ou na bilis. No caso em que o Cu é

armazenado nos hepatdcitos forma-se uma ligacdo especifica de metal-proteina,
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principalmente metalotioneina, ou a incorporacdo em varias cuproenzimas. O principal
transportador celular de Cu é o CTR1 (transportador de cobre 1), que pertence a uma
familia de pequenas proteinas com trés dominios transmembranares. Antes de ser
transportado pelo CTR1, o Cu (Il) é reduzido a Cu () por redutases na membrana
plasmética. Sendo que a ingestao diaria de Cu é tipicamente superior & dose recomendada
e que sendo a absorcao intestinal elevada e ndo regulada, o equilibrio normal de cobre é
mantido pela regulacdo da excrecdo. A exportacdo para a bilis de Cu e a posterior
eliminacdo na forma de fezes, demonstram que a via hepatobiliar € a via predominante de

excrecéo de Cu.?-23

2.2. EXCESSO DE FERRO E COBRE

Como foi referido anteriormente, 0 armazenamento excessivo de metais no figado
pode dar origem a algumas patologias, entre as quais serdo descritas com maior detalhe a

hemocromatose, cirrose indiana infantil e doenca de Wilson.

2.2.1. HEMOCROMATOSE

A hemocromatose é uma doenca hereditaria e causada pelo aumento da absor¢éo
intestinal de ferro, o que provoca consequentemente a acumulacédo deste em varios 6rgaos
e tecidos como figado, coracdo, pancreas, pele e articulacbes. Como pode resultar em
lesGes celulares e teciduais, fibrose e insuficiéncia funcional, esta patologia leva a outro
tipo de complicagdes tais como cirrose hepatica, diabetes mellitus e hiperpigmentacéo. E
uma doenga autossomica recessiva e esti associada a mutagdo no gene HFE, que se

encontra no braco curto do cromossoma 6.18-20:24

Esta patologia € um dos distlrbios genéticos mais comuns em individuos de
descendéncia europeia, polimorfismos genéticos do gene HFE rs1800562, rs1799945 e
rs1800730. Os polimorfismos genéticos acabam por afetar também a atividade normal de
outra proteina, a hepcidina, que € a hormona reguladora de ferro que inibe a ferroportina,
a proteina exportadora de ferro dos eritrocitos e macrofagos. A existéncia de defeitos na

expressao da hepcidina é a causa da maioria dos tipos de hemocromatose hereditaria
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podendo levar ao aumenta da morbilidade e eventual morte.?*>2® Deste modo, a verificagdo
genotipica € essencial para detetar esta patologia. A expressdo gendtipica é influenciada

por fatores ambientais e epigenéticos.

A sintomatologia clinica mais comum é fadiga e hepatomegalia. Os sintomas de
inicio clinico sdo detetaveis mais facilmente numa idade precoce nos homens
comparativamente com as mulheres, dada a perda mensal de fluxo menstrual, razéo pela
qual a detecdo apds a menopausa é mais fidvel. A hemocromatose provoca predisposicao
para infecdes causadas por Vibrio Vulnificus, Listeina e virus da hepatite C.

A principal forma de tratamento para a doenca é a flebotomia terapéutica
combinada com a acdo de quelantes e deve ser iniciada ainda na fase assintomatica da
doenca.?8?” A flebotomia terapéutica consiste na remocao duas vezes por semana de 450

a 500 mL de sangue, que provoca a eliminagéo de 200 a 250 mg de ferro. 2028

A terapia quelante foi desenvolvida para tratar eventuais problemas de salde
relacionados com intoxicacdo por excesso de metais. Comecou por ser utilizada no
tratamento da talassémia, que é a forma hereditaria mais comum de anemia dependente
de transfusdo sanguinea regular. No quadro clinico da hemocromatose, a desferroxamina
e a deferiprona sdo utilizadas como quelantes de ferro devido ao aumento excessivo de
ferro, provocando toxicidade.!®?%3* A quelacdo é muitas vezes associada a flebotomia,
ndo so pela eficicia redobrada mas também nos casos de HFE com cardiopatia e em

pacientes que nao toleram a terapia da flebotomia isolada.

Atualmente também existe a possibilidade de realizar quelacdo como terapéutica,
mas o uso isolado da desferroxamina nao é comum, por ser uma terapia de elevado custo,
de dificil administracdo, com varios efeitos secundarios e com uma excrecao diaria de
apenas 20 a 90 mg de ferro.®® Outra opc¢do é a utilizagdo da deferiprona, um agente
guelante absorvido pela via gastrointestinal, administrada numa dose total de 75
mg/kg/dia, por ter um tempo de semi-vida curto, cerca de 1,5 horas tem menos efeitos
secundarios.?® E necessario proceder-se também a uma orientagao dietética dos pacientes,
evitando a ingestdo de alimentos a base de ferro e de vitamina C e de bebidas alcodlicas
porque este provocam uma maior absorgéo de ferro.?® Existe também uma nova opgao, a
deferasirox, que provoca o0 aumento da excrecdo de ferro e diminui o ferro hepatico. A

dose diaria recomendada de deferasirox é 20-40 mg/kg/dia por via oral, e ndo é
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recomendada em pacientes com valores de ferro elevados com ferritina sérica menor que
500 pg/L. Pode levar ao aumento da morbilidade e em alguns casos pode até provocar a
morte. E necessaria também uma monitorizacdo regular da funcdo renal dos pacientes

através dos valores de creatinina serica e da taxa de filtracdo glomerular.

Todos estes farmacos (Figura I11-1, 2 e 3) levam a formas diferentes de excretar o
ferro. O complexo com desferroxamina é excretado pela via urinéria e pelas fezes, sendo
que o complexo com deferiprona é excretado exclusivamente através da urina e o
complexo com deferasirox apenas nas fezes.®® Deste modo, concluimos que muitos dos
farmacos utilizados na talassémia, para corrigir o excesso de ferro que é causado pelas

frequentes transfusdes sanguineas, tem utilidade na hemocromatose e sdo frequentemente

utilizados.
OH o o aH
H [
H:”MNNNWTJ\A"/MMNW
0 H oH 0 O

Deferoxamine

Figura I1-1. Deferoxamina: estrutura de um farmaco quelante utilizado na terapéutica
da hemocromatose.®

e

]
Deferiprone

Figura I1- 2. Deferiprona: estrutura de um farmaco quelante utilizado na terapéutica
da hemocromatose.3®
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Creferasirox

Figura 11-3. Deferasirox: estrutura de um farmaco quelante utilizado na terapéutica da
hemocromatose.®

2.2.2. CIRROSE INDIANA INFANTIL

A cirrose hepética, também chamada de doenca hepética cronica, caracteriza-se
pela morte das células do figado, aparecimento de fibrose e alteragdo da estrutura, ficando
com uma consisténcia muito dura e com ndédulos. Podem existir inlmeras causas para a
cirrose hepéatica mas nesta monografia serd apenas referida a cirrose indiana infantil
(ICC). A ICC é provocada pela intoxicacdo hepética por cobre. Os valores de Cu no
figado de criancas com ICC sdo geralmente superiores a 1000 pg/g, sendo que a

quantidade de Cu no figado de criancas normais é menor do que 50 pg/g.3"38

O Cu é ingerido em alimentos e 4gua em quantidades baixas e normalmente ndo
resulta em toxicidade porque a homeostasia do Cu é mantida por uma combinacdo da
diminuicdo da absorcdo e aumento da excre¢do. Sao conhecidos alguns casos de
intoxicacdo em criangas por ingestdo acidental de sulfato de cobre, que é usado como
fungicida para certas culturas (calda bordalesa), o que geralmente resulta em hemdlise e

que pode ser fatal.”*"39

A toxicidade do Cu resulta do facto deste metal ser propenso a produzir radicais
livres de oxigénio dentro dos hepatdcitos, resultando em graves danos intranucleares e
citoplasmaticos. Em consequéncia, provocara uma acao do sistema imunologico e das
células do tecido conjuntivo para reparar os danos. A toxicidade a longo prazo, portanto,
é tipicamente manifestada no desenvolvimento de cirrose hepatica, juntamente com

hemolise e danos nos tubulos renais, cérebro e outros 6rgdos.®’

A ICC apresenta maior taxa de incidéncia numa faixa etaria dos 6 meses aos 5

anos (com um média de 18 meses), no sexo masculino e esta ainda associada a altas taxas
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de consanguinidade parental, e 20 a 22% dos filhos fruto de consanguinidade parental séo
afetados. 37

A doenga inicia-se lentamente com sintomas pouco especificos como distensdo
abdominal, febre irregular, choro excessivo e apetite alterado. Podem existir outros
sintomas como colicas, nauseas e vomitos, diarreia e insuficiéncia renal. Em algumas
criancas comeca a manifestar-se com a ictericia, mas na maioria a ictericia € um sintoma
tardio. Quando a doenca n&o é tratada, o progresso é implacével e dentro de poucos meses
a crianga estd muito doente com hepatoesplenomegalia, ascite, edema e ictericia. A morte

ocorre geralmente devido a hemorragia, infe¢io secundaria ou coma hepatico. "3

Muitos estudos epidemioldgicos e historias de alimentacdo apoiam fortemente a
teoria da ingestdo de Cu na ICC. Na india, tém sido amplamente utilizados vasilhas de
cobre e latdo (uma liga de 70% Cu e 30% de Zn), especialmente por familias tradicionais
hindus. Em estudos laboratoriais verificou-se que fervendo e armazenando o leite em
latdo ndo estanhado ou vasilhas de Cu aumenta a sua concentracao no leite em 60 vezes.
O Cu liga-se predominantemente a caseina, que é uma proteina constituinte do leite.
Quando comparado com o leite, armazenar dgua para consumo numa vasilha de Cu
aumenta a concentragdo de Cu cerca de 6 vezes. A combinagéo de fatores na etiopatogenia
da acumulacdo de Cu na ICC parece ser: falta de leite materno levando a introducéo
precoce de grandes quantidades de leite de origem animal e uso de vasilhas de latdo/Cu
para ferver ou armazenar leite. As criangas parecem particularmente suscetiveis ao Cu
devido ao aumento fisiol6gico do contetdo de Cu hepatico no feto e recém-nascido com
uma dieta que consiste em leite. Em face dos estudos efectuados foi desaconselhado o

uso de Cu ou latdo na constituicio de materiais utilizados para alimentacdo com leite.”’

No tratamento da ICC, o farmaco quelante de Cu é a D-penicilamina que, embora
ineficaz nos casos tardios, mostra uma remissdo em até 60% da ICC precoce. A remissao
estd associada a recuperacéo clinica, reducdo do Cu hepético para os niveis normais e a
reversdo histologica da cirrose em poucos anos de terapia (Figura 11-4). Os sobreviventes
de ICC continuaram bem apesar da retirada da D-penicilamina ap6s 3-6 anos de terapia.
O bem-estar continuado dos sobreviventes da ICC sem penicilamina, vem fortalecer a
evidéncia de que a acumulacdo de Cu no ICC é um fendmeno adquirido, e ndo uma

deficiéncia no metabolismo do Cu.%"3
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Figura 11-4. (A) Caracteristicas histoldgicas tipicas da cirrose indiana infantil (ICC)
na apresentacao: fibrose pericelular. necrose hepatocitica e infiltrado de células
inflamatorias. Ampliacéo X 400.
(B) ICC ap06s 6 meses de terapia com D-penicilamina, mostrando formacéo de

pseudobobulos e reducado de lesdo hepatocelular. Ampliagdo X 400.
(C) Fase de cirrose micronodular inativa com septos finos e dano parenquimal minimo,
1 ano apos a terapia. Ampliacdo X 40.
(D) Biopsia praticamente normal mostrando fibrose minima (reversdo da cirrose).
Ampliagéo X 100.
Todos os painéis com coloragdo com hematoxilina-eosina.’

2.2.3. DOENCA DE WILSON

A doenca de Wilson (WD) ou degeneracdo hepatolenticular € uma doenca
hereditaria autossémica recessiva que provoca a acumulagdo toxica de cobre nos tecidos.
Afeta 0 gene ATP7B presente no cromossoma 13 que codifica a ATPase do tipo P, a
proteina transportadora de cobre. Este gene é expresso em hepatocitos, rins e placenta. A
ligagdo de cobre ao ATP7B provoca a hidrolise da adenosina trifosfato (ATP), que
fornece energia para o transporte de cobre para o lisossoma, onde o cobre é incorporado
na ceruloplasmina sendo entdo libertado na circulacdo. Os niveis de cobre sdo entdo
regulados pela ATP7B, que provoca a sua excrecdo pela bilis por exocitose quando este

Se encontra em excesso.

Quando ocorrem mutacbes na ATP7B, ha diminuicdo da sintese de

ceruloplasmina ligada ao cobre, a excrecdo de cobre é afetada e aumentam 0s niveis

19



Metais e sistema hepatico: efeitos adversos
e potencialidades em diagnéstico e terapéutica

mitocondriais e nucleares do cobre. A acumulacdo de cobre ocorre em varios tecidos e

orgdos, como o figado, cérebro, cérnea e rins.

Esta patologia manifesta-se tanto no inicio da infancia como em idade adulta
avancada, entre os 3 e os 85 anos de idade. As manifestacdes clinicas mais comuns sdo
neuropsiquiatricas e hepaticas, variando muito com a idade, o que dificulta o diagnéstico
desta patologia. Podem existir também manifestacbes a nivel 0sseo e muscular,

hematoldgicas, oculares e renais. %42

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, a incidéncia da WD no mundo em
2017 era de 1/10 000 a 1/30 000.°

Inicialmente, o diagndstico era feito através de uma combinacdo da detecdo da
ceruloplasmina sérica, anéis de Kayser-Fleischer e do cobre na urina de 24 horas.*®*® Os
anéis de Kayser-Fleischer refletem a deposicdo de cobre na cOrnea e tem uma cor

acastanhada (Figura 11-5).44

Figura 11-5. Anéis de Kayser-Fleischer: refletem a deposicéo de cobre na cornea e tem
uma cor acastanhada.**

A bidpsia hepética e a estimativa de cobre seco s6 eram usadas quando o0 metodo
de diagnostico anterior tinha resultados duvidosos. Actualmente, j& estdo disponiveis
estudos de diagnostico de mutagBes genéticas. Na Europa Central, foram identificadas

cerca 500 mutacdes diferentes no gene ATP7B e a mutagéo prevalente é a H1069Q.%

Esta patologia € tratada com medicamentos que reduzem a absorcdo de cobre,

suplementos de zinco, ou com agentes quelantes orais que removem o0 excesso de Cu.

20



Metais e sistema hepatico: efeitos adversos
e potencialidades em diagnéstico e terapéutica

A D-penicilamina (DP) ¢ a terapia padrdo desta doenca, devido ao seu efeito
quelante eficaz, fcil disponibilidade e baixo custo. A DP absorvida rapidamente pelo
intestino liga-se a proteinas plasmaticas conseguindo-se excretar mais de 80% do cobre
na urina. Cada grama desta molécula promove a excre¢do de 200 mg de cobre, através da
formagéo de um complexo que forma com este. A administracdo de penincilamina induz
também metalotioneina hepética, uma ligagdo citoplasmatica metal-proteina que impede
que o cobre se torne toxico quando em excesso. Ocorrem melhorias clinicas nos pacientes
ao fim de um ano de tratamento mas a funcdo hepatica podem levar até 10 anos para
normalizar. Deve ser iniciada numa dose baixa e ser progressivamente aumentada. A dose
recomendada de DP é de 20 mg/kg/dia em criancas e nos adultos de 750-1500 mg/dia em
2 ou 3 doses fracionadas de estbmago vazio. Os alimentos reduzem a absorcédo de DP
para 50%, sendo que a ingestdo de alimentos deve ocorrer 1 hora antes da toma e sé 2

horas apds a toma.

A trietina (clororidrato de trietilenotetramina) € um agente quelante com um
mecanismo de acgdo semelhante a DP mas com menos reagdes adversas, devendo
também ser tomado de estbmago vazio. A dose para adultos é de 750-1500 mg/dia em 3
tomas divididas e para criancas 20 mg/kg/dia. Este farmaco foi utilizado inicialmente para
intolerantes a DP mas atualmente ja é terapéutica de primeira linha sendo o seu custo o

entrave no crescimento da sua utilizagéo.

O zinco (Zn) induz a producdo de metalotioneina nos enterdcitos nos quais o Cu
é preferencialmente absorvido. Como os enterdcitos sdo naturalmente excretados nas
fezes, desta forma o Cu € sequestrado e impedido de entrar na corrente sanguinea. O Zn
também induz este processo nos hepatocitos protegendo-os da toxicidade de Cu. A acédo
do Zn é mais lenta que os quelantes referidos anteriormente. E utilizado na forma de sais,
como acetato, sulfato e gluconato. O acetato de zinco é o preferido devido a apresentar
menos efeitos adversos a nivel gastrico. Também deve ser tomado de estbmago vazio e
nos adultos é utilizada uma posologia de cerca de 150 mg/dia dividas em 3 tomas
enquanto que uma crianga com menos de 50 kg tém a posologia diaria de 75 mg.

O tetratiomolibdato de amanio é utilizado para tratar o envenamento por cobre em
animais, e € um farmaco quelante com propriedades anti-angiogénicas. Quando tomado
de estdmago vazio forma um complexo com o cobre livre na circulacdo sanguinea e

impede a sua captacédo celular, acabando por ser excretado na urina. A posologia é de 20
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mg, 3 vezes ao dia entre as refei¢cbes. Pode provocar graves efeitos adversos, no entanto,

afirmam ser inferiores aos de trientina.

Estes tipos de tratamentos tém de ser mantidos toda a vida e o transplante hepatico
é reservado a pessoas que ndo respondam a nenhum tratamento e se encontrem nos

estagios tardios. %4

2.3. DEFICIENCIA EM FERRO E COBRE

Como se verificou, 0 armazenamento excessivo de metais no figado é responsavel
por varias patologias. No entanto, a sua deficiéncia é também causadora de disturbios no
organismo; sao o caso da anemia ferropénica (caréncia de Fe) e a sindrome de Menkes
(deficiéncia de Cu).

2.3.1. ANEMIA FERROPENICA

Fala-se em anemia ferropénica (AF) quando h& diminuicdo do nimero de glébulos
vermelhos no sangue, ou se verifica que a concentragdo de hemoglobina se encontra
abaixo do desvio padrdo da média para idade e sexo. E a causa mais frequente de anemia
em criancas. Os valores normais de hemoglobina sdo nas mulheres acima de 12 g/dL, em

caso de menstruagdo acima de 11 g/dL, e nos homens acima de 13,5 g/dL.*>*

Os globulos vermelhos produzidos na medula 6ssea sdo 0s responsaveis pela
hemoglobina, pois esta proteina encontra-se dentro destes. O oxigénio liga-se a
hemoglobina para ser transportado na corrente sanguinea e posteriormente ser utilizado
pelos diferentes tecidos do corpo. Quando os niveis de hemoglobina no sangue sao baixos,
h& uma série de sintomas que s&o comuns como o cansago, palidez, irritacdo constante,
diminuigéo da capacidade de tolerar o exercicio fisico e o aceleramento dos batimentos

cardiacos.

A necessidade nutricional de ferro varia de pessoa para pessoa, depende do
conteldo da dieta, biodisponibilidade, as perdas e exigéncias do crescimento. Desta

forma, percebemos que 0s requisitos do nosso organismo em relacdo a quantidade de
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ferro ingerida na dieta varia com a idade. Quando o equilibrio entre o ferro ingerido e o
necessario € negativo, 0 organismo recorre as reservas de ferro para manter a eritropoiese
e aumenta o risco de desenvolver esta patologia. Existem periodos da vida em que € mais
comum o desenvolvimento desta patologia, como no primeiro ano de vida, adolescéncia
e gravidez. As mulheres sdo mais suscetiveis devido as perdas menstruais e ao facto de

durante a gravidez as necessidades de ferro estarem em constante aumento.

A quantidade de ferro assimilada pelo organismo esta relacionada com a forma
como o ferro esté disponivel, se se encontra na forma de hemoglobina ou néo, e da sua
relacdo com outros componentes da dieta. Na dieta existem componentes facilitadores de
absorcéo como os acidos citrico e lactico, e inibidores como fosfatos, fibras e calcio, entre

outros.*®

Segundo, a Sociedade Americana de Hematologia a anemia por deficiéncia de
ferro afeta cerca de 1,2 bilides de individuos em todo o mundo, sendo que 0 sexo

feminino apresenta maior incidéncia.*?

O diagndstico desta patologia € feito com base numa série de questdes, exame
fisico, exames laboratoriais e terapéutica teste. As questdes tém o objetivo de esclarecer
0 tipo de dieta que a pessoa faz, a existéncia de antecedentes de prematuridade e défice
maltiplo de ferro na gravidez, antecedentes de patologia perinatal, perda de sangue,
disturbios gastrointestinais e cognitivos e origem geografica. O exame fisico dado
existirem algumas situacGes caracteristicas como a palidez, alteracbes dos tecidos
epiteliais das unhas e lingua e alteracdes dsseas. Os exames laboratoriais realizados sdo
0 hemograma e parametros que avaliam o estado do ferro, que estdo descriminados na
Tabela 11-1. A terapéutica teste consiste em administrar sulfato ferroso em doses
terapéuticas de 3-6 mg/kg/dia e avaliar a resposta eritropoética, podendo ser considerado
positivo com a existéncia de pico de reticuldcitos apos 5-10 dias ou um aumento da

hemoglobina maior ou igual a 1 g/dL ao fim de 30 dias.*®4
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Tabela 11-1. Parametros que avaliam o estado do ferro.*

Parametro de estudo Anemia Ferropénica
Ferremia Diminuido
Capacidade total de saturacéo Aumentado
Percentagem de saturacéo Diminuido
Ferritina sérica Diminuido
Protoporfirina eritrocitaria livre Aumentado
Hemoglobina A Normal/ Diminuido
Hemoglobina F Normal
Hemossiderina em médula dssea Diminuido
Terapéutica teste Positivo

O objetivo principal do tratamento é atuar sobre a anemia e corrigir a causa
primaria. No entanto, também tem como objetivo o armazenamento de ferro no
organismo. O tratamento da causa primaria assenta sobre iniciar uma dieta apropriada,
realizar tratamento no caso de parasitose, refluxo gastroesofagico ou sindrome da méa

absorc&o e o controlo das perdas ocultas como nas fezes.*®

O tratamento da anemia ferropénica com ferro pode ser feito de varias formas, por

via oral ou parentérica.

A via oral é a mais escolhida e a dose de ferro é de cerca de 3 a 6 mg/kg/dia,
divididos em 1 toma ou 2 ou 3 tomas didrias. O sulfato ferrosol € o mais utilizado e deve
se administrado 30 minutos antes ou 2 horas depois das refeicGes para evitar que 0s
alimentos interajam e diminuiam a absor¢éao para 40-50%. Isto porque o ferro é absorvido
principalmente nas primeiras porgoes do intestino delgado, duodeno e jejuno. Sabe-se que
a vitamina C aumenta a absorcdo de ferro, enquanto o cha, café, cereais, antiacidos e
dietas ricas em fibras podem diminuir a sua absorcao de ferro. O ferro de polimaltose €
utilizado quando existe intolerancia ao sulfato ferroso, que € a primeira linha de
terapéutica. O tempo de tratamento varia, pois para atingir valores normais de
hemoglobina deve continuar-se e assim, conseguirmos o armazenamento de ferro. Os

efeitos adversos habituais sdo nauseas, constipacdo, diarreia, vomitos, dor abdominal e
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escurecimento dos dentes. A alteragcdo da coloragdo dos dentes pode ser revertida com o
fim da medicacéo.

A via parentérica € utilizada quando existe intolerancia do ferro oral, causada por
alguma patologia adjacente ou por este ser insuficiente para o tratamento e a indicagéo
deve ser sempre dada por um hematologista. Esta via de administracdo ndo esta
relacionada com uma resposta mais rapida ao tratamento, mas sim com o beneficio que
tem em pacientes com patologias que alteram a absorcdo de ferro. E o caso da doenca
inflamatoria intestinal, colite ulcerativa ou doenga de Crohn, em que geralmente a
deficiéncia de ferro se deve a perda de sangue pelas fezes e o tratamento por via oral

provoca sintomas gastrointestinais.

A dose de administracdo para o tratamento da AF e armazenamento de ferro, é

calculada através da Formula 11-1.1245-47

(Hb tedrica [%] — Hb real [%])
100

X volémia (mL) x 3,4 x 1,5

Férmula 11-1. Célculo da quantidade de ferro a administrar no tratamento de AF.%
3,4- Fator de conversdo de gramas de hemoglobina em miligramas de ferro.

1,5- Fator para calcular o armazenamento de ferro.

A quantidade total de miligramas de ferro para administracdo deve ser fracionada
em doses que ndo excedam 1,5 mg/kg/dia, para ser administrado a cada 2-3 dias. O
sorbitol de ferro é o farmaco recomendado para a administracdo intramuscular e na
administracdo intravenosa pode ser utilizado sacarato de ferro ou gluconato de ferro. Os
efeitos adversos poderdo ser a dor no local da injecéo, linfadenite regional, hipotensao,
choque anafilatico, dor de cabecga, mal-estar, urticaria, febre, mialgias e artralgia.

O controlo do tratamento dever feito atravées de um hemograma
independentemente da via de administracdo. Os pacientes que tém valores de
hemoglobina inferiores a 8 g/dL devem realizar um hemograma a cada 7 dias até atingir
esse valor e depois uma vez por més até atingirem valores normais para a sua idade. Os

pacientes com valores superiores a 8 g/dL sé verificam uma vez por més.
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Quando os valores de hemoglobina estdo normalizados, € mantido um tratamento
com doses profilaticas para prevenir recidivas e a realizacdo do hemograma de controlo

apos 3 meses apos a conclusdo do tratamento.

Os casos de insucesso da terapéutica devem-se a erros de diagndstico,
incumprimento do tratamento, prescri¢do inaqueduada, a causa primaria nao ter sido

tratada e a existéncia de ma absorcao ocultada.

A transfuséo de sangue é a indicacdo em ultimo caso. Normalmente, € porque 0s
niveis de hemoglobina se encontram abaixo de 7 g/dL e nos casos, em que € superior
serve para tratar hipoxemia em pacientes com insuficiéncia respiratéria ou

descompensacéo cardiovascular.*®

Os resultados da terapéutica sdo visiveis ao final de 15 dias, que é o tempo
necessario para a maturacao dos reticulocitos em glébulos vermelhos, de modo a que se
consiga aumentar os niveis de hemoglobina. A terapia € normalmente mantida entre 3 a

5 meses.*

2.3.2. SINDROME DE MENKES

A sindrome de Menkes (SM) ou vulgarmente conhecida como a doenca do
“cabelo crespo” ¢ neurodegenerativa e de caracter recessivo. E causada por uma mutagio
no metabolismo de cobre, mais precisamente no gene ATP7A ligado ao cromossoma X.
Este gene codifica uma enzima transportadora de Cu chamada ATPase do tipo P, esta é
essencial ao metabolismo e transporte do cobre intracelular.*®**¢52 E mais comum em
criancas do sexo masculino e é transmitiado a descendéncia familiar. A incidéncia de
criangas masculinas nascidas vivas com o SM entre 1976 e 1987, na Dinamarca, Franga,
Paises Baixos, Reino Unido e Alemanha Ocidental, é estimada entre 1:40 000 e 1:350
000.50,53

O cobre esta presente em varios fluidos do nosso organismos devido ao facto de a
sua absorcao ocorrer em duas fases. Na primeira fase, através da absor¢éo intestinal o
cobre chega ao figado e rins e assim, inicia a segunda fase em que € colocado na corrente

sanguinea ligado a ceruloplasmina para chegar aos restantes 6rgaos.>
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As manifesta¢des clinicas sdo consequéncia do funcionamento deficiente das
cuproenzimas. Estas compreendem a estrutura anormal do cabelo (pili torti) (Figura I1-
6 e 7), 0 atraso do desenvolvimento neuropsicomotor, a hipopigmentacgéo, as convulsdes
e as alteragdes 0sseas, no tecido conjuntivo e arteriais. A maioria das criancas portadoras
ndo apresentam sintomas durante os primeiros meses de vida, e no periodo neonatal as

alteraces podem ser inespecificas. 3480

Figura 11-6. O couro cabeludo mostra “cabelo crespo”.>

Normal hair

Pili torti

Figura 11-7. A inser¢do mostra “pili torti” e um fio de cabelo normal sob um
microscopio de alta poténcia.>*

O diagndstico inicial de SM é suportado pelas manifestagdes clinicas visiveis e
apoiado pelos niveis reduzidos de cobre sérico e ceruloplasmina. A ceruloplasmina é alvo
de analise porque pelo menos 70% do cobre sérico é incorporado nela. No periodo
neonatal, os niveis reduzidos também séo caracteristicos de recém-nascidos saudaveis. A
andlise de catecolaminas plasméticas é indicativa de deficiéncia de dopamina p-
hidroxilase que pode ser usada como um teste diagndstico de confirmacdo quando o

diagnéstico clinico sugere SM. Outros exames como a analise do cabelo através do

27



Metais e sistema hepatico: efeitos adversos
e potencialidades em diagnéstico e terapéutica

micrsocopico Optico, servem para determinar a presencga de alguns dos sintomas, como
alteracOes capilares e as radiografias para detetar os cornos occipitais. O diagnéstico
molecular permite identificar a presenca da mutacao quer no periodo neo-natal, quer em
individuos adultos. Nas familias em que existe casos de SM existem dois polimorfismos
que podem ser utilizados como marcadores genéticos, o polimorfismo de repeticdo GT e
o0 polimorfismo Val767Leu.

Estdo descritas varias formas de SM, sendo a sindrome do corno occipital (SCO)
a forma mais leve, sendo caracterizado por problemas neurodegenerativos e existéncia de
cornos occipitais. E a forma mais comum de SM em que as criancas acabam por falecer

ainda com pouco tempo de vida.

O objectivo do tratamento prende-se com a reposi¢cdo dos niveis de cobre. No
entanto, a terapéutica oral ndo é uma opcdo, pois 0 Cu é capturado no intestino, e
impedido de chegar & corrente sanguinea. Desta forma, € necesséario recorrer a
administracdo por via parentérica ou subcutanea. Para tal, sdo utilizados compostos de
cobre. A cobre-histidina provou ser eficaz na modificacdo substancial da progressao da
doenca, melhoria no retardamento neuroldgico e inexisténcia de convulsdes. Este
tratamento ndo consegue, no entanto, resolver as anomalias esqueléticas que se
desenvolveram em pacientes com SCO. O tratamento com cobre-histina ndo pode, ainda
assim ser considerada a cura para a sindrome de Menkes. A proteina da turberculose
(COMMD1) mostrou num estudo restaurar a expressdo, localizacdo e atividade de
transporte de cobre em portadores da mutacdo em ATP7A, pelo que, podera vir a ser

considerada uma alternativa terapéutica.>
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IIl.  METAIS EM DIAGNOSTICO

3.1. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

A ressonancia magnética nuclear (RMN) cria uma imagem em forma de
tomografia computorizada com base no efeito que o campo magnético provoca no nucleo

dos atomos de hidrogenio das moléculas de agua existentes no corpo humano.

Para obter uma imagem de RMN, o sujeito é colocado dentro de uma camara
circular de modo a que um gradiente de campo magnético seja aplicado no local de
interesse (Figura I11-1). Depois de localizar o campo magnético na regido a analisar, sdo
aplicados pulsos de radiacdo na gama das radiofrequéncias que levam a excitacdo dos
nucleos de hidrogénio (inversdo dos momentos magnéticos) e de cujo decaimento resulta
o sinal de RMN. A frequéncia da radiacdo eletromagnética a aplicar depende da

intensidade do campo magnético (Figura 111-2).

Large
superconducior
magnet
“‘%—*_—
Subject moves into cylinder r"/ \‘\ _\\\_
containing magnets and coils | O et N

Internal coils to emit
and receive
radiofrequency signals

Figura 111-1. Exemplo de realizacio de um exame de RMN.*

e Encrgy

Excited State —

Ground State -__

Applied Field (Hy) or Position
(i.e. Distance from the origin)

Figura I111-2. Num gradiente de campo magnético as diferencas de energia AE1 e AE>
correspondem a diferente distancias d1 e d2 a partir da origem.*
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Assim, com a adequada sequéncia de pulsos e uma particular configuragéo fisica
do equipamento, é possivel obter uma imagem tridimensional da distribuicdo das
moléculas de &gua na zona analisada. O contraste resulta maioritariamente da
concentracdo de dgua nos diferentes tecidos, no entanto, outros factores que tém um efeito
sobre a relaxacéo dos protdes também condicionam a imagem obtida. Na pratica, e para
efeitos de andlise o sujeito é dividido em inimeros elementos de volume (ca. Imm x 1mm

X 5 mm) cujo sinal é medido.*

Os protdes podem relaxar do seu estado de maior energia quer através da interacao
com a vizinhanca, quer por tranferéncia de energia para outros protdes. Assim, sdo
definidos dois tempos de relaxagdo: T1 (tempo de relaxa¢ao “longitudinal”) que esta
associado a transferéncia de energia dos protdes exitados para a vizinhanga, e T2 (tempo
de relaxagdo “transverso”), que esta associado a transferéncia de energia entre os estados
excitado e fundamental dos protdes. Para cada elemento de volume, o sinal de RMN ¢é

dado pela seguinte equacéo, (Equacao I11-1).

st = [HlHv[exp (- ) [1- (- Z)]1 (111-1)

em que Hy esté relacionado com a troca de moléculas de dgua entre elementos de volume
e PR e SE sdo parametros definidos pelo operador que estdo associados a sequéncia de
pulsos utilizada. Assim, além da concentracdo de moléculas de &gua, o sinal de RMN
pode ser consideravelmente alterado se os tempos de relaxacdo dos protdes, T1 e/ou To,
forem alterados. E sobre estes pardmetros que actuam os agentes de contraste de RMN

sendo que a alteracdo depende do campo magnético aplicado e da natureza do agente.*

3.1.1. AGENTES DE CONTRASTE DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os agentes de contraste podem ser categorizados, de acordo com as seguintes
caracteristicas: propriedades magneéticas, composi¢cdo quimica, presenca de atomos
metalicos, via de administracdo, efeito na imagem de ressonancia magnética,

biodistribuicio e aplicagdo.>®
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Agentes de contraste paramagnéticos sdo aqueles cujos &tomos contém eletrdes
desemparelhados podendo assim produzir um efeito significativo nos valores de T e/ou
To.

Alguns compostos ndo-metélicos desse tipo, conhecidos como radicais, podem ser
altamente reativos e toxicos. Em contraste, compostos de metais de transi¢do cujo metal
tem mais de um eletrdo desemparelhado podem actuar como agentes de contraste sem a
reatividade associada aos radicais. Estes compostos, que apresentam um momento
magnético significativo, podem, através desse momento magnetico interferir nos
processos de relaxacdo dos protdes que se encontram na sua vizinhanca (alteracdo de T1
e/ou T»). Estes metais sdo administrados na forma de complexos, normalmente com
ligandos polidentados de modo a saturar quase na totalidade a coordenacdo, de modo a
limitar a sua reactividade e consequente toxicidade. E também comum a presenca de uma
ou duas moléculas de agua, as quais sdo trocadas muito rapidamente com a vizinhanca e
deste modo € transmitido o efeito do momento magnético do metal a um maior numero
de protbes. O tipo de ligando nestes complexos € crucial para estabilidade e
comportamento in vivo podendo também influenciar a forma como o metal interfere nos

tempos de relaxagdo dos protdes.335°

A maioria dos agentes de contrastes de RMN aprovados para uso clinico sdo
complexos de Gd(l1), que tém 7 eletrdes desemparelhados, € de Mn (1) com 5 eletrdes

desemparelhados bem como nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro.

Vamos abordar a frente a utilizacdo de agentes de contraste de RMN especificos

para o figado.

Os complexos de gadolinio sdo amplamente utilizados para a imagiologia do
figado e de outros orgaos, e, sendo assim, € importante abordar algumas particularidades

que podem melhorar ou prejudicar o contraste que é obtido em RMN.

Existem duas propriedades bastante importantes para garantir que o complexo
escolhido como agente de contraste (AC) provoca 0 maior contraste possivel,: a

relaxividade (r1) e a capacidade de ficar retido na corrente sanguinea.>®

. ~ . . ~ , 1 ., -
A velocidade de relaxacdo longitudinal de protdes da agua, o € linearmente

dependente da concentracdo de gadolinio complexado. A capacidade de provocar
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aumento da velocidade de relaxacdo é expressa através de ri, com unidades mMs?
(Equacéo 111-2). O r1 é determinado pela seguinte formula.>®>’

(i) = (i)d + n1[Gd] (111-2)

T/ opservado T

As alteracdes na velocidade de relaxacdo (que por sua vez dardo origem a um
aumento do contraste) resultantes da relaxacdo paramagnética podem ser divididas em
efeitos de esfera interna e de esfera externa (Equacao I11-3). A esfera interna esta
relacionada com a relaxacgdo dos protfes das moléculas de agua coordenadas ao metal de
transicdo e a esfera externa com a relaxacdo dos protdes das moléculas de agua na segunda

1 1

A contribuicdo da relaxacdo longitudinal resultante do mecanismo de esfera

+ (Tll) (111-3)

p esfera interna esfera externa

interna é determinado pelo nimero de moléculas de 4gua coordenadas ao Gd®*, a taxa de
permuta das moléculas entre agua coordenadas com aguas da vizinhanca, e o tempo de
relaxagdo dos protdes das moléculas de dguas coodenadas (Equagéo 111-4).555

(Til) = —ud (111-4)

esfera interna TimM—TM

Na equacio 4, Pwm representa a fragio molar de Gd**, Tim é 0 tempo de relaxagio
dos protdes das moléculas de aguade coordenadas ao Gd®*, tm é ao tempo de residéncia
das moléculas de agua coordenadas. Tim € dado pelas equagbes de Solomon-
Bloembergen, que representam a soma das contribui¢des dipolar (“através do espaco”) e

escalar, ou contato (Equacéo 111-5).%6:57

1 2 yPg®S((S+DBD [ 7. 37, 2 A% 1,
L =2 [(1 + |+ 25+ () == (11-9)

Tim 15 r6é + w?t? 1+ w?t?) h) 1+ w?t?)

O v1 é arelagdo giromagnética do protdo, g € o fator eletronico, S é o spin total do

eletrdo do metal, p € o Magneton de Bohr, r € a distancia protdo-metal, wi e s S&0 as

32



Metais e sistema hepatico: efeitos adversos
e potencialidades em diagnéstico e terapéutica

frequéncias de Larmor de precessdo eletronica e do protdo, respectivamente, e A/h é a
constante de acoplamento hiperfino eletrGes-nucleo. Os mecanismos de relaxagao dipolar
e escalar s30 modulados pelos tempos de correlacio tc e 1 (Equacao 111-6 e 7).5%

T (111-6)

1
Tc T1e ™ TR
S (11-7)

O T1e € 0 tempo de relaxacdo longitudinal do spin do eletrdo, ™ é o tempo de
permanéncia da dgua (H.O) como mencionado acima, e tr é 0 tempo rotacional de toda

a unidade metal-H,O. A rotacio é talvez a variavel mais critica nessas equacdes.>®>’

Reconheceu-se precocemente que o tempo de correlacdo rotacional de complexos
de Gd (Il) pequenos é o fator dominante no tempo de correlacdo efetivo tw . A
combinacdo de AC em RMN com uma macromolécula pode, de forma eficiente, retardar
0 movimento de rotagdo do complexo e aumentar tr e, assim, tc, elevar substancialmente
ri. Em relacdo as propriedades dos polimeros, a rigidez é afetada de forma significativa a
relaxividade dos AC, aumentando-a. Devido ao facto dos polimeros rigidos retardarem o
movimento rotacional do complexo de forma mais eficiente, podem, portanto, aumentar
o r1 dos AC de forma significativa em relacdo aos polimeros flexiveis. A conjugacéo com
polimeros pode também reduzir o nimero de moléculas de H>O coordenadas (q) e tornar
mais lenta a taxa de troca entre a H,O coordenada e H>O da segunda esfera de
coordenacdo em grandes quantidades, aumentando a ™ de AC. E portanto, podem

diminuir assim o rq%6:58-64

Em relacdo a retencdo na circulacdo sanguinea, as moléculas pequenas de AC séo
rapidamente distribuidas para o fluido extracelular e excretadas por filtragdo glomerular
rapidamente ap6s a administracdo. No entanto, as ressonancias magnéticas exigem uma
retencdo prolongada na circulagdo sanguinea, e a retencdo prolongada no corpo para
assim fornecer um periodo de tempo mais amplo para a analise. A combinagdo de AC
com macromoléculas pode aumentar os tempos de retencdo na circulacdo sanguinea dos
ACs, uma vez que o facto de apresentarem um tamanho maior dificulta a sua saida para

dos vasos sanguineos para o liquido extracelular e desta forma diminui a depuragéo renal.
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Geralmente, o incremento do tempo de circulacdo sanguinea é proporcional ao peso
molecular das macromoléculas. O ti» de um AC pode ser facilmente adaptado, alterando
0s pesos moleculares da molécula transportadora. Além disso, a hidrofilicidade, a
modificacdo da superficie, a forma e a flexibilidade dos AC também afetam grandemente
sua farmacocinética no sangue. Em virtude da variabilidade das estruturas poliméricas, a
farmacocinética e a biodistribuicdo dos AC podem ser adaptadas. de acordo com Varias

aplicagbes.>¢

3.1.2. IMAGIOLOGIA HEPATICA

Para a imagiologia do figado estdo aprovados (segundo a Food and Drug
Administration (FDA) e a European Medicines Agency (EMA)) 2 complexos de Gd, Gd-
BOPTA (Multithance®) e Gd-EOB-DTPA (Eovist®/Primovist®), 3 complexos de Mn,
Mn-DPDP (Teslascan®), MnCl, (Lumenhance®) e Mn-PyC3A-3-OBn, e ainda agentes
constituidos por nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro (SPIO) como o

ferumoxido (Feridex®/Endorem®) e ferucarbotran (Resovist®/Cliavist®).

Com os avang¢os no hardware e software de imagens de ressonancia magnética,
tornou-se possivel obter imagens de alta resolucdo do figado. Para esta imagiologia em
particular, foram utilizados varios grupos para aumentar a relaxividade e a retencdo do
AC no figado e corrente sanguinea. A existéncia de grupos hidrofébicos nos complexos
de Gd** promove a captagdo hepatica e excrecdo a nivel dos ductos biliares, vesicula biliar
e intestinos, tendo como resultado a visualizagdo do figado “brilhante” na RMN. Sendo

assim, os grupos hidrofébicos dos AC aumentam o sinal do parénquima hepatico.33%

O Gd-BOPTA (Multithance®) é derivado do Gd-DTPA (usado para a imagiologia
dos vasos sanguineos) com a adi¢ao de uma porgédo benzoilmetilo, que permite a captagéo
hepatocelular (Figura 111-3). Dado a sua farmacocinética ser semelhante ao espaco
extracelular permite uma vascularizagdo precoce e uma répida difusdo na parte exterior
do espaco extracelular, no entanto ndo atravessa a barreira hematoencefalica. Nos estudos
realizados em ratos, concluiu-se que cerca de 3 a 5% é absorvido pelo hepatdcitos. A
excrecdo da dose que ndo é absorvida é realizada por filtracdo glomerular e a dose
absorvida é posteriormente por excrecdo biliar, sendo que esta proporc¢édo pode variar em

relacdo da funcdo hepética e renal. Os hepatdcitos de rato absorvem ativamente Gd-
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BOPTA atraves de capilares sinusoides através de proteinas transportadoras de aniGes
organicos (OATP: rOATP1A1, rOATP1A4 e rOATP1B2) enquanto a excrecdo em
canaliculos biliares envolve proteinas de resisténcia a multiplos farmacos (rMRP2). Em
comparacdo com alguns AC extracelures, o Gd-BOPTA tem menos de 2 vezes a
relaxividade no plasma e 6 vezes mais alto nos hepatocitos. Isso explica o alto sinal
produzido pela quantidade relativamente pequena de agente de contraste nos hepatdcitos
na fase hepatoespecifica. E caracterizado por uma distribuicio semelhante ao Gd-DTPA
(Magnevist®) nos primeiros 5 minutos, enquanto o aumento maximo do figado devido a
captacdo hepatica é alcancado em 60 minutos. A fase hepatoespecifica é adquirida entre
60 e 120 min apds admninistracdo. O Gd-BOPTA esta disponivel numa concentracdo de
0,5 mmol [Gd]/mL, e a FDA recomenda uma dose de 0,1 mmol [Gd]/kg, resultando em
0,2 mL/kg de peso corporal. A FDA aprovou 0 Gd-BOPTA nos EUA em 2004, para
imagiologia do sistema nervoso central mas esta aprovado especificamente para a
imagiologia do figado pela Agéncia Europeia do Medicamento (EMA). A técnica de

injecdo é semelhante ao AC extracelulares.33

\_ 7/

Gd-BOPTA (Multihance®)

Figura 111-3. Gd-BOPTA(Multihance®).®

O Gd-EOB-DTPA (Eovist®/Primovist®) ¢ derivado do Gd-DTPA com a adi¢éo
de uma grupo etoxibenzilo e possui algumas particularidades em relagdo a sua
farmacocinética (Figura I11-4). Apos injeccédo intravenosa, tem fraca ligagéo as proteinas
plasmaticas, apenas 10%, resultando numa maior relaxividade do que um AC
extracelular. Difunde-se no espago extracelular e ndo atravessa a barreira
hematoencefélica, sendo excretado em cerca de 50% por filtragdo glomerular e 50% por
excrecdo hepatobiliar. Os hepatécitos capturam ativamente o Gd-EOB-DTPA dos
capilares sinusdides via OATP1B1 e OATP1B3, enquanto as proteinas MRP estdo
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envolvidas no efluxo de Gd-EOB-DTPA dos hepatdcitos. Em particular, 0 MRP2 é
expresso no lado canalicular e transporta 0 Gd-EOB-DTPA dos hepatdcitos para 0s
canaliculos biliares, enquanto o MRP3 é expresso no lado sinusoidal. A expressdo de
MRP3 no parénquima hepatico € baixa e pode estar aumentada no carcinoma
hepatocelular ou na colestase. Vrios farmacos e substancias endégenas interferem com
0 Gd-EOB-DTPA devido a uma via comum de excrecdo hepética, como é o caso de
hiperbilirrubinemia (> 2 mg/dL) em que a excre¢do hepatobiliar & significativamente
reduzida. A fraca ligacéo a proteinas no citoplasma hepatocelular aumenta a relaxividade
do Gd-EOB-DTPA, sendo aproximadamente trés vezes maior que o AC extracelular.
Uma diferenca importante € a captacdo hepatocelular, o Gd-BOPTA leva quase 40
minutos e 0 Gd-EOB-DTPA comeca ao fim de 35-40 segundos. Esse aspecto tem uma
importante consequéncia clinica: ap6s 3 a 5 minutos, o aumento do parénquima hepatico
é significativamente influenciado pela captacdo hepética de Gd-EOB-DTPA. O Gd-EOB-
DTPA esta comercialmente disponivel numa concentracdo de 0,25 mmol [Gd]/ml, e o
FDA aprovou na Unido Europeia (UE) 2004 nos uma dose de 0,025 mmol [Gd]/kg de

peso corporal, igual a 0,1 ml/kg.3366
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Figura 111-4. Gd-EOB-DTPA (Eovist®/ Primovist®).%®

Em 2017, e em consequéncia de uma avaliagdo dos riscos do uso de agentes de
contraste de Gd, a EMA fez uma reavaliacdo das autorizac6es destes farmacos sendo que
algumas foram mesmo suspensas. No entanto, manteve a recomendacdo do uso do
Primovist® e a recomendacdo do Multihance® para uso especifico em imagiologia do
figado.®

Além dos complexos de Gd aprovados para uso clinico muitos outros tém sido
desenvolvidos ao longo dos anos tentando compreender e/ou melhorar a forma de

actuacdo dos agentes de contraste de Gd, com o objectivo final de obter farmacos mais
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especificos e com menos efeitos secundarios. Entre estes estudos podem ser referidos os
trabalhos de H. Kobayashi et al. envolvendo dendrimeros em que se verificou que um AC
a base de dendrimeros de poli (propileno-imina) de quinta geracdo (PPI-G5) acumula no
figado 50% da dose injetada no espaco de 15 minutos apos a injecdo. Os AC baseados
em PPl sdo mais hidrofobicos acumulado-se mais no figado e menos no sangue
comparativamente com o0s AC baseados em dendrimeros de poli (amidoamina)
(PAMAM) que sdo menos hidrofébicos (Figura 111-5).®
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Figura 111-5. Estruturas quimicas de dendrimeros de (a) PAMAM e (b) de PP1.%8

A ressonancia magnética reforcada pelo AC com dendrimero-PPI foi capaz de
visualizar o parénquima hepatico e ambas as veias porta e hepéatica de 0,5 mm de didametro
em ratos. Foi realizada a experiéncia num carcinoma do colon num rato com metastase
hepatica e esta indicou que a dindmica micro-RMN com PPI-G5-dendrimero-AC poderia
aumentar homogeneamente a imagem do parénguima hepatico normal e visualizar os
tumores micrometastaticos de 0,3 mm de diametro no figado de ratos com um contraste
melhor do que com Gd- DTPA.*®

O DAB-AmM64-(1B4M-Gd)64 é um novo agente de contraste macromolecular
para RM para o diagndstico de micro-metastase hepatica, consistindo num dendrimero de
polipropilenoimina diaminobutano (DAB) conjugado com um derivado bifuncional de
DTPA complexando o Gd (I1). Este é capaz de provocar contraste apds 20 minutos de

ser injetado numa quantidade de 0,033 mmol/kg (Figura 111-6).%°

37



Metais e sistema hepatico: efeitos adversos
e potencialidades em diagnéstico e terapéutica

a b

Figura I11-6. Imagens do figado axiais de RM com contraste ao nivel das veias
hepaticas (A) e as veias portal (B) de DAB-Am64-(1B4M-Gd)64.8

Desenvolveram-se AC especificos para o figado, introduzindo D-galactose nos
conjugados polilisina-DTPA/DOTA para melhorar preferencialmente a imagem do
figado. Prepararam-se também AC dendriticos direccionados ao figado através da
introducdo de maultiplos grupos galactosil. Os AC dendriticos proporcionaram melhor
realce da intensidade do sinal (SI) no figado de ratos, especialmente nos 60 min pds-
injecéo, sendo que o realce mais eficiente foi obtido com os compostos contendo grupos
galatosil. *®

Sendo o Mn um metal que forma complexos paramagnéticos pode ser ser usado
como agente de contraste em RM. Além disso, 0 Mn é um elemento nutricional que o
corpo humano pode incorporar ou excretar conforme necessario, em principio, evitando
preocupacOes de acumulacdo de longo prazo, ao contrario de Gd. Um dos primeiros
complexos aprovados pela EMA em 2002 foi o Mangafodipir trissédico (Mn-DPDP), de
nome comercial Teslascan® (Figura 111-7). O complexo sofre transmetalacdo com Zn
plasmético apds injeccdo intravenosa, libertando ides Mn?* que sdo depois absorvidos
preferencialmente pelos hepatdcitos saudaveis, aumentando a intensidade do sinal do
parénquima hepatico. Assim, na presenga de uma lesdo hepatica focal, existe um alto
contraste entre a lesdo e o figado saudavel e, portanto, proporciona melhor deteccéo,
caracterizacdo e avaliacdo das lesdes. No entanto, verificou-se que ao se dissociar
produzindo ides livres de Mn(ll) leva a existéncia de toxicidade, mais concretamente a
sindrome de manganismo. Este provoca sintomas semelhantes a doenca de Parkinson,
devido a acumulacdo de manganés no cérebro. E pode também causar depressdo na
funcdo cardiaca. Por estes motivos foi retirado o mercado (FDA em 2003 e EMA em
2012).7°
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Figura 111-7. Mn-DPDP (Teslascan®).”

O MnCI2 (Lumenhance®) é um agente de contraste oral que foi avaliado e
aprovado para uso médico, apesar de apresentar uma grande desvantagem que é usar o
manganés na forma idnica como agente de contraste, pois este provoca toxicidade celular.
Descobriu-se que o0 manganés (1) aquoso confere neurotoxicidade a uma LDsp em ratos
injetados por via IV com uma concentracdo de 0,3 mmol/kg e por via intraperitoneal com
1,0 mmol/kg. A administracdo oral deste AC melhora a sua toxicidade devido as baixas
taxas de absorcdo do metal e eliminacdo pré-sistémica. Além disso, 0 manganés na sua
forma i6nica tem uma meia-vida muito curta no plasma e, portanto, ndo pode ser
considerado como um agente efetivo da corrente sanguinea. Portanto, fundamental para
0 sucesso da aplicacdo de agentes a base de manganés é a sua capacidade de atingir o
local de interesse usando uma dose menor, mantendo a detectabilidade por RMN. Este
agente de contraste teve aprovacdo da FDA em 1997 mas encontra-se atualmente

descontinuado.”?

Diversos estudos tém sido realizados no sentido de desenvolver agentes de
contraste a base de Mn que ndo apresentem os inconvenientes dos compostos referidos
acima. Um exemplo desses complexos que foram alvo de investigacdo é o Mn-PyC3A
(Figura I111-8A) e derivados (Figura 111-8B)."
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Figura 111-8. 10 complexos derivados de Mn-PyC3A. (A) Estruturas de complexos
derivados de Mn-PyC3A e Mn-PyC3A, (B) derivados de variada lipofilicidade
foram preparados através de modificacdes no braco de 2-metilpiridina dos
quelatos de Mn.”

Pretende-se que o complexo de Mn possa ser administrado com seguranga como
uma injecdo em bdlus 1V (intravenosa) sendo assim necessario comprovar que € inerte.
Também tem de exibir uma combinacdo de depuracdo sanguinea rapida e captacdo
preferencial de hepatdcitos, para proporcionar um realce diferenciado entre os tecidos
benigno e maligno nos minutos seguintes a injecdo. O complexo também deve ser
rapidamente eliminado, pois a probabilidade de exposicdo a iGes metélicos dissociados

aumenta com o tempo de permanéncia.”

O complexo Mn-PyC3A-3-0Bn (10) surgiu como o principal candidato devido a
uma combinacdo de alta relaxividade sem que exista libertacdo do ido Mn?* in vivo,
depuracdo sanguinea rapida e captacdo hepatocelular eficiente por via lipofilica. A
depuracdo plasmatica renal lenta diminui a capacidade de um agente de direcionamento
do figado em diagnosticos diferenciais ou prolonga o tempo para obtencdo de imagens
em fase retardada. O Mn-PyC3A-3-OBn tornou os tumores do figado visivelmente hipo-

intensos em ratos e € totalmente eliminado em 24 horas ap6s a inje¢do.”

Para além dos complexos de gadolinio e de manganés, existem também agentes
que incorporam nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro (SPIOs). Estas
nanoparticulas sdo agentes T e apresentam usualmente tamanhos compreendidos entre
50 e 150 nm. Alguns exemplos de SPIOs, que estdo ou estiveram aprovados para uso
clinico em imagiologia hepatica, sdo o ferumédxido (Feridex®/Endorem®) e

ferucarbotran (Resovist®/Cliavist®).
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Particulas de Oxido de ferro superparamagnéticas como magnetite (FesOs4) ou
maghemite (y-Fe203) sdo estruturas cristalinas de 6xido de ferro insollveis em &gua e
com um diametro de 4 a 10 nm. Estes cristais sdo revestidos com dextrano ou outro

polissacarideo biodegradavel que impede a agregacédo de particulas.

Estas nanoparticulas ao contrario do Gd provocam um contraste negativo,
designado contraste hipotenso, reduzindo o tempo de relaxacdo T». As nanoparticulas de
ferro interagem umas com as outras através de interac6es de Van der Waals, provocando
a sua agregacdo a qual pode ser alterada com o revestimento. A agregacéo dificulta a
imagiologia pois a marcacdo de células fica comprometida, podendo ser evitada pela
previsdo do potencial zeta das nanoparticulas. O potencial zeta das nanoparticulas é o
potencial que mede a magnitude da repulsdo ou da atracdo eletrostética das cargas entre
nanoparticulas. Quando os potenciais zeta sdo opostos nao existe agregacdo porque estas
repelam-se. A introducdo das nanoparticulas em células pode alterar o potencial tanto de
umas como de outras, portanto o facto de o revestimento ser de carga positiva ndo garante

que o potencial zeta da nanoparticula seja positivo.

O revestimento das nanoparticulas também define o tempo de meia-vida destas na
corrente sanguinea, sendo que os revestimentos hidrofébicos normalmente levam a
tempos de meia-vida curtos. As nanoparticulas sdo também revestidas por razbes de
citoxicidade, pois sem o revestimento aumenta a producdo de espécies reativas de
oxigenio, diminui a proliferacdo celular e pode até induzir a morte celular. O dextrano é
o revestimento mais utilizado para estas nanoparticulas e parece contribuir para uma
melhor captacdo (Figura I11-9). Este revestimento modifica 0 comportamento bioldgico

das particulas de 6xido de ferro e torna o tamanho total substancialmente maior.”®"
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Figura 111-9. Esquema de uma nanoparticula magnética envolvida em dextrano.”™
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Quando os SP10s entram na corrente sanguinea sao fagocitados pelo sistema do
reticulo endotelial (SRE) que os remove por endocitose mediada por receptores da
corrente sanguinea. Estas nanoparticulas sdo absorvidas por macréfagos e células
fagociticas no figado, medula 6ssea e baco. Os compartimentos lisossomicos dos
macrdfagos degradam gradualmente as nanoparticulas de ferro, e desta forma o ferro é
entdo, integrado na concentracdo de ferro ja existente no organismo. A taxa de

biodegradacao dessas particulas pode variar, dependendo do tamanho e do revestimento.

As semi-vidas destas nanoparticulas sdo da ordem de minutos a horas. SPIOs
menores tendem a ter semi-vida mais longa. As semi-vidas na corrente sanguinea de
humanos sdo significativamente mais longas que as dos pequenos mamiferos. Por
exemplo, a meia-vida do feromoxitol em humanos é de 24 a 36 horas, enquanto que em
ratos € de 2 a 3 horas. A flexibilidade das particulas de éxido de ferro ndo deve ser
subestimada, tendo sido verificado que podem ser usadas para direcionar moléculas
especificas, rastrear e distribuir farmacos, rotular células contra o cancro, rastrear a

inflamacéo, visualizar 6rgdos e 0s vasos sanguineos e destruir o cancro.’®™

Dois agentes que incorporam particulas de 6xido de ferro superparamagnéticas
foram aprovados para imagens de ressondncia magnética: ferumoxido
(Feridex®/Endorem®) e ferucarbotran (Resovist®/Cliavist®).

O feruméxido (Feridex®/Endorem®) foi o primeiro agente de contraste
especifico para o figado clinicamente aprovado na Europa. Tem um tamanho de particula
compreendido entre 50 e 180 nm com um revestimento fino e incompleto de dextrano, o
que faz com que particulas individuais formem agregados policristalinos e estes se
comportem em solucdes ou dentro das células como particulas grandes. E administrado
em infusdo intravenosa lenta ao longo de 30 a 60 minutos, com imagens realizadas
passadas 1 a 4 horas da infuséo. A solucdo administrada tem uma concentragdo de 11,2
mg Fe/mL. E usada a formula de 0,56 mg Fe/kg (0.05 mL/kg) em 100 mL de dextrose
5% numa infuséo IV durante 30 minutos. A quantidade de ferro contida numa dose Unica
é de aproximadamente 39 mg para 70 kg individuais. 1sso € menos que 1/5 da quantidade

de ferro contida numa unidade de sangue total.

Os agentes de particulas superparamagnéticas de Oxido de ferro sdo

preferencialmente retido pelas células de Kupffer do figado e baco, e reduzem o tempo
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de relaxamento T2. Assim, o figado normal aparece escuro nas imagens ponderadas em
T2 nas primeiras 24 horas ap0s a infusdo. A intensidade do sinal do figado retorna ao
normal dentro de 7 a 14 dias na maioria dos casos, mas 0 metabolismo completo requer
14 a 28 dias. Uma dor lombar aguda grave € a complicacdo mais comum, que pode ser

minimizada com uma infuséo lenta.%70.76-78

O ferucarbotran (Resovist®/Cliavist®) €é o segundo Oxido de ferro
superparamagnético clinicamente aprovado para agente de contraste em ressonancia
magnética do figado. Tem um tamanho de particula de aproximandamente 60 nm e €
revestido com carboxidextrano de baixo peso molecular. E administrado como um bélus
rapido e é assim usado com imagens dinamicas e com atraso. Os efeitos secundarios mais

comuns relatados sdo vasodilatagdo e parestesias.’®"®

3.2. TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA POR EMISSAO DE FOTAO UNICO

A tomografia computadorizada por emissdo de fotdo Unico (SPECT) é uma
técnica tomografica de imagem que faz uso da radiacdo y emitida por farmacos
radioactivos previamente administrados ao paciente. Esta técnica permite um outro tipo
de imagiologia, imagiologia funcional, que esta relacionada com a biodistribuicdo do
farmaco radioactivo. O farmaco emite raios-y que sdo detectados pelo tomografo. O
computador regista as informacdes resultantes da emissao de raios-y, podendo a imagem
ser apresentada em 2D ou 3D. As energias tipicas de raios-y variam de algumas dezenas
de keV até varios MeV, em comparacdo com cerca de 50 keV para a energia tipica de
raios-X usada em imagens anatomicas. Os radioisétopos tipicamente usados em SPECT
em farmacos para este tipo de imagiologia sdo o tecnécio-99m, o iodo-123, o gadolinio-
67 e o talio-201, sendo que 0 mais comum € o tecnécio-99m na forma de complexos. O
tipo de molécula ao qual o radionuclideo esta ligado e o préprio radionuclideo dependem

do 6rgéo e patologia que se pretende visualizar.3*7%80

Estes radioisotopos emitem apenas raios-y como resultado do decaimento nuclear,
sendo assim de uso particular para diagnostico por imagem, ja que 0S raios-y nao
interagem de forma significativa com os tecidos o que os torna relativamente seguros. Os

raios-y emitidos sdo detectados por uma cdmera-y composta de um colimador de chumbo
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de vérios furos, um meio cintilante e uma matriz de fotomultiplicadores. Os dados
captados séo enviados para um computador onde se cria uma imagem da distribuicdo do

emissor-y uma regio do corpo do paciente (Figura 111-10).
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Figura 111-10. Uma representacao esquematica da criacao de uma imagem usando
tomografia computadorizada para emissdo de foto tnico (SPECT).®

Um sistema combinado de scanner SPECT-CT é mostrado na Figura 111-11. Este
permite que as imagens anatomicas da se¢do do scanner de CT de raios X sejam
combinadas com imagens funcionais do scanner SPECT, oferecendo uma ferramenta de

diagndstico por imagem muito poderosa.®

Figura I11-11. Um scanner usado para imagens combinadas de SPECT e TC. As duas
unidades retangulares acima e abaixo do objeto sdo camaras usadas para imagens
SPECT e a estrutura circular nos pés do sujeito € o tomégrafo computadorizado
(foto de cortesia da Siemens Medical Solut6is®).*
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Através dos estudos de Hoffman et al. 8 conseguiu-se perceber que uma sonda
hibrida SPECT/RMN oferece informagdo bioldgica mais relevante do que a adquirida
apenas na modalidade de imagem. Esta tem o potencial de fornecer melhor quantificacdo
da concentracdo da sonda do sinal SPECT adquirido e maior resolucdo espacial do
contraste da RMN, e pode destacar o valor da validagdo de diferentes métodos de imagem
entre si. Assim, a combinacdo de SPECT/RMN pode oferecer vantagens sinérgicas e levar

a mais interpretacdo in vivo com precisao de doencas e anormalidades.

Muitas moléculas e receptores estdo envolvidos na regulacdo da angiogénese,
fornecendo alvos importantes para diagnostico e terapia tumoral. O fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) é uma proteina sinalizadora que estimula a angiogénese, que
pode contribuir para a carcinogénse quando é superexpressa. A familia de glicoproteinas
VEGF compreende cinco membros, sendo o VEGF-A o0 essencial para o crescimento e

metastases tumorais. Segundo Los et al. &

, 0 anticorpo monoclonal recombinante
humanizado Bevacizumab (BCZM) é um inibidor da angiogénese que a bloqueia pela
ligacdo ao VEGF-A. Foi desenvolvido a partir de um anticorpo murino (A 4.6.1) e
humanizado, mantendo a especificidade da molécula original. O BCZM foi aprovado para
o0 tratamento de uma variedade de tumores metastaticos e pode ser uma molécula ideal
que pode ter como alvo locais de tumor de VEGF-A. No estudo referido no artigo, foi
investigada a eficacia da conjugacdo de BCZM com nanoparticulas de éxido de ferro
(IONP) e a radiomarcacio dos nanosistemas funcionalizados com *™Tc, para a imagem
de tumores e metastases que expressam VEGF, neste caso o0 cancro da mama e metastases
nos pulmdes, baco, figado e rins. As nanoparticulas de éxido de ferro (IONPs) foram
revestidas com &cido dimercaptosuccinico (DMSA), para consequente funcionalizacdo
com o anticorpo monoclonal BCZM radiomarcado com *™Tc. As nanoformulag@es
radiomarcadas foram avaliadas in vitro e in vivo em modelos de angiogénese tumoral. O
alvo ativo proporcionado pelo Fes04s-DMSA-SMCC-BCZM-*"Tc foi avaliado em ratos
0s portadores de tumor M165, cancro da mama, em comparagdo com as IONPs nédo

especificas de FesO4-DMSA-*"T¢.8
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Figura 111-12. Representacao esquematica de nanoparticulas de Fe304-DMSA-SMCC-
BCzZM.8

No sentido de comprovar a eficacia da abordagem direcionada, foram realizados
estudos preliminares de imagem em animais com metastases utilizando ressonancia
magnética e cintigrafia de raios-y, o que demonstra o potencial do Fe30Os-DMSA-SMCC-
BCZM-*"Tc¢ para imagens de dupla modalidade direcionadas. Foi demonstrado que a
nanoconstrucao nao causa efeitos toxicos em células normais e cancerigenas e tem a
capacidade de se ligar a isoforma VEGF-165 superexpressa em células tumorais M165,
quando marcadas com **™Tc¢, formando construcdes estaveis. Estudos de biodistribuicéo
ex vivo mostraram que as proporgdes entre o tumor e 0 sangue, e entre tumor e musculo
atingiram um maximo as 24 horas, confirmando a alta especificidade do marcador
funcionalizado por anticorpo em relacdo a isoforma VEGF-165 superexpressa. As
imagens in vivo dos estudos iniciais estavam de acordo com os resultados ex vivo, que
foram comprovados pelo estudo histopatoldgico. O estudo histopatolégico mostrou
também a absorcdo por parte das metastases nos pulmdes, baco, figado e rins das

nanoparticulas.

Os resultados preliminares gerais encorajadores que foram obtidos merecem uma
investigacdo mais aprofundada sobre as capacidades da dupla modalidade das sondas
desenvolvidas. Visto que o constrate observado ndo é apenas no cancro da mama mas nas

metastases, leva-nos a concluir que pode ter utilizacdo na detecdo de metastases nestes
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6rgdos em estudo. No entanto, outras modificacdes podem ser necessarias para melhorar
o comportamento in vivo das nanoparticulas. O Rhenium-188 (*%®Re) é um is6topo
terapéutico com propriedades quimicas semelhantes ao **™Tc e que pode ser um potencial

radioisotopo para o substituir.®
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IV. UTILIZACAO DE METAIS NA TERAPEUTICA

Os metais de transicdo nao tém apenas efeitos nocivos no organismo humano,
podem ser grandes aliados na terapéutica de algumas patologias. Referem-se abaixo
alguns exemplos de potenciais aplicagdes de compostos envolvendo metais em patologias

do figado.

4.1. CARCINOMA HEPATOCELULAR

O carcinoma hepatocelular (CHC) foi considerado em 2000 como sendo a terceira

causa de morte por cancro.®*

4.1.1. NANOPARTICULAS DE PRATA

A potencial utilizacdo das nanoparticulas de prata (Ag NPS) na terapéutica
cancerigena surgiu dos seus efeitos antimicrobianos e propriedades fisicas, bioquimicas
e bioldgicas extraordinarias que as tornam agentes apropriados na cicatrizagdo de feridas
e em contraceptivos, bem como cosmeéticos, téxteis e aparelhos de tecnologia alimentar.
Estudos demonstraram que o mecanismo da citotoxicidade das nanoparticulas de prata
envolve a interrupcdo da cadeia de transferéncia de eletres mitocondriais, resulta na
geracdo de espécies que reagem ao oxigénio (ROS) e interrupcao da sintese de ATP, que
por sua vez causa danos no DNA. Além disso, de acordo com algumas experiéncias in

Vivo e in vitro, as nanoparticulas de prata induzem genotoxicidade.®®

As nanoparticulas de prata tem efeitos citotoxicos que interferem no
funcionamento das proteinas celulares e provocam alteracdes. Posto isto, foram
investigados os efeitos anti-cancerigenos de Ag NPs na linhagem de células do carcinoma
hepatocelular (HepGz). Existem caracteristicas que influenciam o grau de toxicidade das
NPs que sdo a concentragdo, o tamanho, a carga superficial e a forma destas. Mas o
tamanho acaba por ser o fator mais importante pois influencia a area de superficie das
particulas e a sua difusdo em células. O tamanho médio das particulas e a morfologia das

nanoparticulas preparadas foram determinadas por espalhamento dindmico de luz (DLS)
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e microscopia eletronica de transmissdo (TEM) (Figura 1V-1). As NPs Ag utilizadas
neste estudo tinham um didmetro de ca. 31 nm e apresentavam um indice de
polidispersividade (PDI) de 0,21.8

J c
. — -
»
o .
°
°
300 nm

Figura IV-1. Imagem TEM das NPs Ag preparadas.®

As proteases de cisteina-acido aspartico (caspases) como reguladores da
inflamacéo e apoptose, tém um papel critico nas vias de morte celular em muitas células.
Participam tanto na iniciacdo como no desenvolvimento da morte celular programada.
Foram avaliadas por determinagdo da expresséo relativa dos genes as caspase 3, caspase
8 e caspase 9 em células tratadas com ICso de NPs Ag durante 48 horas. E uma ativacéo
significativa de caspase 3, 8 e 9 ocorreu a 75 pg/mL de NPs Ag apo6s 24 horas de

incubaco.®®

Além disso, verificou-se que as NPs Ag regulavam positivamente os fatores proé-
apoptoticos, como o0 Bax. Neste estudo, a expressdo do gene Bax aumentou
significativamente com NPs Ag apds o tratamento dose-dependente. O gene de
codificacdo pro-apoptotico de Bax interage com os lipidios da membrana mitocondrial
externa e causa a cformacdo de canais de transmissdo de mitocondrias o que leva a
despolarizacdo da membrana mitocondrial. Um aumento significativo na despolarizagéo
de mitocondrias tem varios resultados desagradaveis, como desordem da cadeia de

transporte de eletrdes e diminuicdo da producdo de ATP. Niveis elevados de expresséo
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de Bax indicam que as NPs Ag provocam apoptose celular em HepG: através de uma via

de apoptose intrinseca.®®

Este estudo também mostrou que a preparacéo de nanoparticulas de prata induz a
liberagdo de citocromo c. O citocromo ¢ é um componente da cadeia de transferéncia de
eletrbes mitocondrial que recruta e ativa a procaspase 9 que € iniciadora da via de
formacéo de um apoptossoma funcional, um grande complexo multimérico de Apaf-1 e
citocromo c. Apos a ativacao, a caspase 9 é separada do complexo e esté disponivel para
lidar com caspases a jusante, como a caspase efectora 3. E dado que a caspase 3 tem
papel essencial na quebra do DNA e alteracfes morfolégicas durante a morte celular
programada, desempenha entdo um papel influente na via de apoptose induzida por

nanoparticulas de prata.®®
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Figura IV-2. Expressao génetica relacionada a apoptose: (A) BAX, (B) caspase 8, (C)
caspase 3 e (D) caspase 9 nos controles tratados (NPs Ag 50 e 75 ug/mlL) e
controle n&o tratado em células HepG2 por 48 horas.®

50



Metais e sistema hepatico: efeitos adversos
e potencialidades em diagnéstico e terapéutica

Ag NPs biosintetizadas demonstraram efeitos citotoxicos, induziram a producdo
de ROS e a apoptose celular em HepG2. Revelaram ser um possivel candidato como

agente quimioterapéutico no tratamento do carcinoma hepatocelular.®

4.1.2. NANOPARTICULAS DE CADMIO

O cadmio € um metal de transi¢do toxico e carcinogénico que existe no solo e
pode ser introduzido no ambiente por fontes antropogénicas. E facilmente absorvido pelas
plantas do solo, portanto, a exposicdo humana € através da dieta. Além disso, 0s
fumadores séo expostos a altos niveis de cAdmio do tabaco, cerca de 1,7 ug por cigarro.
A maioria do cddmio acumula-se no figado e nos rins de individuos com baixa exposi¢do
ambiental. A exposicdo ao cadmio tem sido associada a tumores de pulmao, prostata, rim,

figado, sistema hematopoiético, bexiga, pancreas, testiculos e estdmago.®®8’

Acredita-se que o cadmio induza o stress oxidativo pela deplecdo de grupos
sulfidrila glutationa e ligada a proteinas, levando ao aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e apoptose. Segundo Wang et al. 8 o cadmio ndo é
predominantemente genotdxico e, portanto, pode induzir a carcinogénese via mecanismos
epigenéticos, alterando os niveis de expressdo de varios genes criticos. Dado que a
exposicao ao cadmio também tem sido associada ao cancro e outras patologias do figado,
hipotetiza-se que tanto as exposicdes agudas quanto as crénicas induzirdo mudancas de

expressdo génetica em células HepG: de hepatocarcinoma humano 88

Neste estudo, foi levantada a hipdtese de que o stress oxidativo desempenha um
papel-chave na toxicidade induzida por cloreto de cddmio na forma de nanoparticulas,
danos no DNA e apoptose de células de carcinoma hepético humano (HepG2).%” Para
testar essa hipotese, foi realizado um ensaio de viabilidade celular. O teor de
hidroperdxido lipidico foi estimado pelo ensaio de peroxidacdo lipidica. A lesdo
genotoxica foi testada por meio de eletroforese em gel de célula Unica alcalina (ensaio
Cometa). A apoptose celular foi medida por avaliagdo de citometria de fluxo (Ensaio de
anexina-V/PI). O resultado do teste de viabilidade indicou que o cloreto de cadmio induz
toxicidade as células HepG: sendo variavel consoante a concentragdo, mostrando um
LDso de 48 horas de 3,6 g/mL. Os dados gerados a partir do ensaio de peroxidacao lipidica

resultaram em aumento significativo (p<0,05) da produgdo de hidroperoxido,
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especificamente na maior concentracéo testada. Dados obtidos a partir do ensaio Cometa,
indicaram que o cloreto de cadmio causa danos no DNA em ceélulas HepG2 de uma
maneira dependente da concentracdo. Uma forte relacdo concentracéo-resposta (p <0,05)
foi registada entre as celulas positivas para anexina V e a exposicdo ao cloreto de

cadmio.?’

O presente estudo in vitro demonstrou que a exposicdo ao cloreto de cadmio
diminui gradualmente a viabilidade das células HepG2, aumenta o0s niveis de
hidroperdxido lipidico resultantes da formacdo de espécies reativas de oxigénio, induz
danos ao DNA e desencadeia a apoptose programada de céelulas HepG. através da
externalizacdo da fosfatidilserina. Deste modo, o cloreto de cadmio foi anteriormente
associado ao aparecimento do carcinoma hepatocelular devido a sua toxicidade, no
entanto com o controlo da sua toxicidade e o direcionamento da mesma, este pode ser

utilizado no tratamento do carcinoma hepatocelular e no estar no foco da sua origem. &

4.1.3. NANOCOMPOSTOS DE Fe304-ZIF-8

Existe uma necessidade urgente de desenvolver terapias altamente eficazes e
como abordagem terapéutica predominante, a quimioterapia precisa ser mais estudada
para melhor tratamento do CHC. A doxorrubicina (DOX) é um dos quimioterapicos mais
utilizados. E um farmaco n&o especifico e pode matar células tumorais em varios ciclos
de crescimento. No entanto, o amplo espectro da DOX pode produzir uma ampla gama
de efeitos bioquimicos e ter um forte efeito citotoxico, causando principalmente
toxicidade cardiaca grave e inibindo a funcdo hematopoiética da medula 6ssea. Como tal,

estes efeitos colaterais limitaram a aplicago clinica da DOX.8°

Nos ultimos anos, portadores de farmacos baseados em nanoparticulas atrairam a
atencdo dos investigadores. As nanoparticulas ndo s6 podem melhorar o processo de
libertacdo do farmaco, a absor¢do, o metabolismo e a excre¢do, mas também podem
aumentar a taxa de utilizacdo de medicamentos e diminuir os efeitos colaterais dos
medicamentos de alta concentracdo. As estruturas porosas do tipo MOF (estrutura
metalica-organica), pelas suas caracteristicas de porosidade e pela existéncia de grupos
funcionais, tém sido consideradas com sucesso como suportes em sistemas de entrega de

farmacos. Estas estruturas metalicas-organicas, o ZIF-8 e ZIF-8 modificado, apresentam
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potencialidade para serem utilizadas como portadores de farmacos e utilizados para
tratamento de cancro gragas a sua alta capacidade de carga de fA&rmacos e propriedades

sensiveis ao pH.&

Figura IV-3. Estrutura do ZIF-8. Corresponde a ies zinco coordenados a 4 ides
imidazolato.%

Nos ultimos anos, os nanocompostos de Fez04-ZIF-8 foram sintetizados e
aplicados por muitos grupos de investigagdo. Foram fabricados e usados como
transportadores do farmaco DOX para terapia do CHC. A morfologia, estrutura, tamanho
de particula, eficiéncia de carga de DOX e libertacdo acumulada de DOX de Fe3O4-ZIF-
8 foram determinadas. Num trabalho de C. Cheng et al. & foram usados o ensaio de
contagem de células 8 (CCK-8), a microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) e
citometria de fluxo para avaliar e comparar a citotoxicidade, captacdo celular de drogas e
apoptose celular de Fes04-ZIF-8, DOX livre e DOX@Fe304-ZIF-8 contra a linhagem
celular de hepatocarcinoma (MHCC97H).8°

Devido a elevada capacidade de carga do farmaco do ZIF-8, 1 mg de
nanocompositos Fe30s-ZIF-8 carregou 120 pug de DOX quando DOX@Fe304-ZIF-8 foi
sintetizado em solugdo de DOX a 30 mg/mL. A curva cumulativa de libertagcdo de DOX
mostrou um padréo de libertagéo lenta e sustentada ao longo do tempo. Os resultados do
ensaio de CCK-8 mostraram que 0 Fez0Os-ZIF-8 ndo é tdxico para células MHCC97H, e
0 DOX@Fe304-ZIF-8 apresentou efeito inibidor efetivo na viabilidade celular de células

MHCC97H. O ensaio de captacdo celular mostrou que DOX@Fe304-ZIF-8 acumulou-
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se no citoplasma e no nucleo. Além disso, devido a acumulagdo de farmaco valido,
DOX@Fe304-ZIF-8 exibiu um bom efeito indutor na apoptose celular de células
MHCC97H.%

L gl

L gl

Call apoptosis rate (%)

Figura IV-4. Anélise de apoptose celular em células MHCC97H determinadas por
citometria de fluxo ap6s incubacao com Fe304-ZI1F-8, DOX e DOX@Fe304-ZIF-
8 por 24 horas. Taxa de apoptose celular de células MHCC97H com diferentes
tratamentos. As células na fase tardia da apoptose foram selecionadas como
células apoptéticas. ** p <0,001, n = 3.%°

Em conclusdo, com base na capacidade ndo toxica e alta carga de farmaco do

Fe304-ZIF-8, 0 DOX@Fe304-ZIF-8 apresentou efeitos aumentados nas células CHC em

comparagido com a DOX livre, indicando seu potencial para quimioterapia do CHC.®°
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V. CONCLUSAO

O figado é considerado o0 maior érgdo interno do corpo humano e o principal 6rgao
metabdlico. Este 6rgdo desempenha um papel decisivo num elevado numero de func¢des
vitais no nosso organismo, e é também responsavel pela metabolizacdo e excre¢do dos
farmacos e metais que quando atingem concentracdes muito elevadas podem provocar

hepatotoxicidade.

Em virtude dos fatos mencionados, os metais sdo fundamentais no organismo
humano, no entanto, é necessario que estes se encontrem em certas concentragdes que
permitam o equilibrio. Quando em excesso ou em défice provocam alteracbes no
organismo que podem levar ao desenvolvimento de patologias. No caso de deficiéncia de
metais, foi abordada a anemia ferropénica no caso da deficiéncia em Fe e o sindrome de
Menkes que resulta de deficiéncia em Cu. Em excesso, a hemocromatose causada pelo
Fe e a cirrose indiana infantil e a doenca de Wilson provocadas pelo Cu. Portanto, no caso
do excesso de metais foi proposta a utilizacdo da quelatacdo dos mesmos para que a sua
remocao do corpo seja a mais rapida e completa possivel. E no caso da deficiéncia de
metais, as alternativas terapéuticas que foram ressaltadas passam pela administracdo dos

préprios metais em falta.

Determinados compostos contendo metais estdo aprovados para imagiologia do
figado, sendo que essa imagiologia esté relacionada com o proprio metal. Neste caso nao
se pretende que os metais tenham interferéncia nos processos biolégicos mas que
apresentem um biodistribuicdo que permita a avaliacdo da existéncia e/ou a dimensédo da
patologia em estudo. Assim 0s agentes usados nestas técnicas devem ser inertes, 0 mais
selectivos possivel e excretados num tempo razoavel (de preferéncia intactos) de modo a
permitir a analise sem que exista acumulagdo que pode levar a efeitos secundarios

indesejados.

No diagnostico, os dois métodos para imagiologia do figado mencionados foram
a ressonancia magnética nuclear e a tomografia computadorizada por emisséo de fotdo

Unico.

A ressonancia magnética nuclear cria uma imagem em forma de tomografia
computorizada com base no efeito que o campo magnético provoca no nucleo dos atomos
de hidrogénio das moléculas de agua existentes no corpo humano. Este método de
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diagnéstico utiliza agentes de contraste onde 0s metais acabam por ser fundamentais, pois
a utilizagdo destes visa a melhoria da imagem obtida.

Alguns dos agentes de contraste de ressonancia magnética nuclear referidos, e que
foram aprovados para o uso clinico, foram retirados porque o seu efeito nocivo se
sobrepunha ao efeito benéfico do contraste que proporcionavam na imagem, sendo que
outros ainda se encontram em testes. Nem todos os agentes abordados se encontram
aprovados, no entanto, encontram-se em testes e com resultados promissores que visao a

sua futura aprovagao.

A tomografia computadorizada por emissdo de fotdo Gnico é um técnica de
imagem que faz uso da radiacdo y emitida pelo radiofarmaco. Esta integra a tomografia
computadorizada e um marcador radioativo. Aborda-se entdo, a utilizacdo das
nanoparticulas de ferro revestidas com um &cido para funcionalizacdo com um anticorpo

monoclonal radiomarcado.

Na terapéutica, o foco foi na utilizacdo de metais como grandes aliados na
terapéutica do carcinoma hepatocelular que foi considerado em 2000 como sendo a
terceira causa de morte por cancro. Na terapéutica desta patologia, como exemplo temos
a quimioterapia utilizando nanoparticulas de prata, nanoparticulas de cadmio e 0s

nanocompostos de FezOas-ZIF-8.

Posto isto, o figado é considerado um 6rgdo de extrema importancia no nosso
organismo por todas as fun¢des que desempenha e é fulcral garantir que a influéncia dos
metais no figado € segura.

Devido a existéncia de muita informacao, tornou-se dificil recolher e sintetizar a
informacdo concreta. No entanto, sinto que ap6s muito trabalho de recolha e pesquisa
conseguiu-se atingir o objetivo pretendido com esta monografia. Foram evidenciados
papeis-chave dos metais quer na promocao, quer no diagnostico e terapéutica de diversas

patologias do figado.

E imprescindivel que se continue a realizar investigacdo neste campo, que tenha
como objetivo reduzir os efeitos negativos dos metais e que visem tirar o0 maior partido
do beneficio que estes podem trazer no diagndstico e terapéutica de patologias,

especialmente do figado.
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