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RESUMO

As doengas inflamatérias e infecciosas sdo uma das causas mais comuns de mortalidade e
morbidade. Este trabalho apresenta a avaliagdo da potencialidade dos radiofarmacos
¥"Tc-DTPA e *™Tc-Fitato de Sdédio, livres e encapsulados em lipossomas pH-sensiveis de
circulagéao prolongada (SpHL) na identificagao de processo inflamatorio. A caracterizagao fisico-
quimica dos SpHL compostos por aPEGzy-DSPE:DOPE:CHEMS (razdo molar 0,5:6,5:3,0,
respectivamente), liofilizados na presenca de glicose como crioprotetor na proporgao
crioprotetor:fosfolipide (p/p) 5:1, mostrou 80% das vesiculas com didmetro menor que 350 nm,
apresentando boa homogeneidade (IP=0,29). Os SpHL na concentracédo lipidica de 20 mM
apresentaram maior eficiéncia de encapsulagdo e potencial zeta positivo. Para os SpHL
armazenados em geladeira (4°C) ndo foram observadas alteragbes significativas no didametro
das vesiculas até 180 dias de estocagem, apresentando boa estabilidade. A porcentagem de
encapsulacdo do ¥™Tc-DTPA nos SpHL foi de 10,65%, sendo que 4,88% encontravam-se
adsorvidos na superficie das vesiculas. O didmetro médio dos SpHL-*"Tc-DTPA foi de
207,4 + 8,5 nm, apresentando boa homogeneidade. Os SpHL marcados com **"Tc-Fitato de
Sédio mostraram vesiculas com didametro médio de 293,1 + 10,4 nm e o percentual de
encapsulagéo do radiofarmaco nas vesiculas foi de 14,43%. Os radiofarmacos *"Tc-DTPA ou
¥MTc-Fitato de Sodio, livres e encapsulados em SpHL, foram administrados por via intravenosa
em ratos apds a indugao de processo inflamatério com suspensao de Zimosan a 5% (p/v). Os
estudos de biodistribuicdo mostraram significativa captacédo dos SpHL radiomarcados pelos
érgaos do sistema fagocitario mononuclear (figado e bago). O *™Tc-DTPA, livre e encapsulado
em SpHL, foram capazes de reconhecer o foco inflamatério sendo a lesao visualizada nas
imagens cintilograficas de 2 horas ap6s a sua administracdo. A relagdo alvo/ndo alvo da
radioatividade determinada nas regides de interesse foi superior a 1,5 para todos os tempos
investigados. Os dados ndo mostraram diferenca estatisticamente significativa entre o
radiofarmaco livre e encapsulado. O *™Tc-Fitato de Sédio, livre e encapsulado em SpHL,
também mostraram-se eficientes na identificacdo do processo inflamatério. A relagcdo alvo/nao
alvo para o ®*™Tc-Fitato de Sédio livre foi superior aquela obtida com os SpHL-*"Tc-Fitato de
Sdédio durante todos os tempos investigados, atingindo um valor de 10,24 no tempo de 2 horas
apds injecdo. Esses resultados sugerem que o ®™Tc-Fitato de Sédio poderia ser empregado

como um procedimento alternativo na identificacao de regides inflamadas.

Palavras chaves: inflamacao, lipossomas pH-sensiveis, tecnécio-99m, DTPA, Fitato de
Sédio.
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ABSTRACT

The inflammatory and infectious diseases are one of the most common causes of mortality
and morbidity. This paper presents the evaluation of the potential of the
radiopharmaceuticals *"Tc-DTPA and **"Tc-Sodium Phytate, free and encapsulated into
long-circulating and pH-sensitive (SpHL) to identify inflammatory process. The
physicochemical characterization of freeze-dried SpHL constituted by
aPEGp00-DSPE:DOPE:CHEMS (0.5:6.5:3.0 molar ratio, respectively) lyophilized in the
presence of glucose as cryoprotectant at cryoprotectant:phospholipid ratio (w/w) 5:1, showed
80% of the vesicles with a diameter smaller than 350 nm, showing good homogeneity
(P1=0.29). SpHL (lipid concentration of 20 mM) showed higher encapsulation efficiency, and
positive zeta potential. SpHL stored in refrigerator (4°C) did not show significant changes in
the mean diameter up to 180 days of storage, showing good stability. The percentage of
encapsulation of the *™Tc-DTPA in SpHL was 10.65% and 4.88% were adsorbed on the
surface of the vesicles. The average diameter of SpHL-*"Tc-DTPA was 207.4 + 8.5 nm,
showing good homogeneity. The SpHL radiolabeled with *"Tc-Sodium Phytate showed
vesicles with mean diameter of 293.1 + 10.4 nm and the encapsulation percentage of
14.43%. Radiopharmaceuticals *"Tc-DTPA or *“™Tc- Sodium Phytate, free and
encapsulated into SpHL were administered intravenously in mice-bearing inflammation focus
induced by Zimosan suspension at 5% (w/v) Biodistribution studies showed significant
uptake of radiolabeled SpHL in the organ of the mononuclear phagocytic system (liver and
spleen). The #*™Tc-DTPA, free and encapsulated, were able to identify the inflammatory
focus by scintigraphic images at 2 hours post-injection. The target/ non-target ratio was
greater than 1.5 for all times investigated. The data did not show statistically significant
difference between the free and encapsulated radiopharmaceuticals. The *™Tc-Sodium
Phytate, free and encapsulated into SpHL also were effective to identify inflammatory
process. The target/non-target ratio for *™Tc-Sodium Phytate free was higher than that
obtained with SpHL-**"Tc-Sodium Phytate during the entire experiment, reaching a value of
10.24 at 2 hours post-injection. These results suggesting that the *™Tc-Phytate Sodium
could be employed as alternative procedure to identify inflamed.regions.

Keywords: inflammation, pH-sensitive liposomes, technetium-99m, DTPA, Sodium Phytate.
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INTRODUGCAO

O diagnéstico rapido e preciso de processos inflamatérios e infecciosos pode diminuir o
curso dessas doencgas, reduzir a morbidade e a mortalidade, o tempo de hospitalizagao e o
curso total do tratamento. Na perspectiva da saude publica pode, também, reduzir 0 uso
inadequado de antibi6ticos. Além disso, a localizagéo precisa das lesdes pode ser util na
orientacao de procedimentos de bidpsia e, ainda, alterar substancialmente o plano de
tratamento (DUMAREY et al., 2006). Nesse sentido, a medicina nuclear é de grande
importdncia uma vez que essa técnica detecta alteragdes fisioldégicas e patolédgicas,
permitindo o diagnostico de uma lesao inflamatéria/infecciosa no estégio inicial bem como a
sua localizacdo e natureza (BOERMAN et al., 2001; CORSTENS e VAN DER MEER, 1999;
RENNEN et al., 2001).

Atualmente, para a deteccdo cintilografica de processos inflamatérios/infecciosos em
pacientes, os radiofarmacos mais comumente utilizados sé@o o citrato marcado com galio-67
(*’Ga-Citrato) e os leucécitos marcados com tecnécio-99m-hexametilpropileno amino oxima
(**™Tc-HMPAO). Entretanto, esses radiofarmacos apresentam alguns inconvenientes, tais
como riscos de contaminagdo do manipulador, tempo de preparo prolongado e trabalhoso,
baixa especificidade e alta dose de exposi¢ao. Por isso, existe uma investigagdo continua
na busca de novos e melhores radiofarmacos que possibilitem auxiliar no diagnéstico de
processos inflamatérios e infecciosos com maior sensibilidade, especificidade e acuracia
além de facilidade e seguranca no seu manuseio (BOERMAN et al, 2001; LOVE e
PALESTRO, 2004; PHILLIPS, 1998; RENNEN et al., 2001; VAN EERD et al., 2005).

A potencialidade do uso de lipossomas para a liberagcao direcionada de farmacos e agentes
de diagnéstico foi vislumbrada logo apds sua descoberta por Bangham na década de 60
(PHILLIPS, 1999). Os lipossomas sdo pequenas vesiculas consistindo de uma ou mais
bicamadas lipidicas que envolvem um pequeno espago aquoso e sao formados
espontaneamente quando fosfolipides sdo suspensos em meio aquoso (ANSEL et al.,
2000). O desenvolvimento de lipossomas revestidos com o polimero hidrofilico
polietilenoglicol (PEG), também conhecidos como lipossomas de circulagdo prolongada,
ampliou muito a aplicagéo dessas preparagdes (CARVALHO-JUNIOR et al., 2007.,).
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A utilizagdo de lipossomas em medicina nuclear requer a sua marcagdo com um
radionuclideo emissor de radiacdo gama, preferencialmente o tecnécio-99m (*"Tc).
Diferentes métodos para marcar lipossomas com radioisétopos foram desenvolvidos, dentre
0s quais se destacam aqueles que utilizam a incorporacao de quelantes na bicamada dos
lipossomas ou o transporte do radiois6topo através da bicamada para o compartimento
aquoso sendo, assim, encapsulado (BOERMAN et al., 2000).

Estudos em diferentes modelos experimentais tém demonstrado a habilidade de lipossomas
radiomarcados de se acumularem em focos inflamatérios e infecciosos, permitindo a sua
identificagdo por meio de imagens cintilograficas (BOERMAN et al., 2000, 2001; OYEN et
al., 1996; CARMO et al., 2007, 2008,). Os lipossomas pH-sensiveis tém sido estudados
como uma estratégia para liberacao intracelular de drogas em tecidos patol6gicos, tais como
em areas inflamadas ou infectadas, os quais apresentam menor pH em relacao aos tecidos
normais (SIMOES et al., 2004). Assim, esses lipossomas apresentam potencial aplicacdo
como carreadores de agentes de imagem para diagnéstico de inflamagéao/infecgao.

Entretanto, sabe-se que a instabilidade fisica e quimica dos lipossomas limitam a sua
aplicacao na rotina clinica influenciando ndo somente na sua performance in vivo como
sistemas de liberacdo de farmacos mas também no seu acondicionamento por periodos
prolongados. Diante disso, a liofilizagdo tem sido considerada um método bastante efetivo
promovendo uma maior estabilidade fisica e quimica das vesiculas lipidicas (STARK et al.,
2010).

No presente trabalho foi realizada a preparagdo e caracterizagado fisico-quimica de
lipossomas pH-sensiveis de circulagao prolongada seguido da producao de um kit liofilizado
para ser marcado com os radiofarmacos tecnécio-99m-acido dietilenotriaminopentacético
(*¥™Tc-DTPA) e tecnécio-99m-fitato de sédio (**"Tc-Fitato de Sédio). Foi realizado, também,
o estudo de estabilidade do kit liofilizado armazenado em diferentes temperaturas por um
periodo de 180 dias. Posteriormente, avaliou-se a potencialidade de aplicacdo dos
lipossomas radiomarcados e dos radiofarmacos livres para a identificacdo de focos

inflamatdérios em modelos experimentais.
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1 INFLAMAGCAO

E essencial para a sobrevivéncia do organismo a capacidade de livrar-se de tecidos
danificados ou necréticos, assim como de “invasores indesejaveis”. A resposta do
hospedeiro que executa esse objetivo € denominada inflamagcdo. Trata-se
fundamentalmente de uma resposta protetora, projetada para livrar o organismo tanto da
causa inicial da lesao celular (bactérias, toxinas, etc) como também das conseqliéncias de
tais lesdes (células e tecidos necréticos) — (KUMAR et al., 2010).

Na antiguidade, os gregos ja definiam o processo inflamatério pelos seus sinais e sintomas
tipicos, considerados sinais cardinais: calor, rubor, tumor, dor e perda da fun¢do. No século
XIX, Julis Cohnneim observou trés alteragdes caracteristicas na microcirculagao préoxima a
um sitio inflamatério: (1) vasos sanguineos dilatados, aumentando o fluxo sanguineo no
local; (2) aumento da permeabilidade vascular, resultando em extravasamento de proteinas
e (3) aderéncia de células brancas do sangue as paredes internas dos vasos com uma
consequente migracao para o local da injuria (BOGLIOLO e PEREIRA, 1994; ROTE, 1998).

Embora tenham causas muito variadas (traumas, privagcdo de oxigénio ou nutrientes,
defeitos genéticos ou imunoldgicos, agentes quimicos, microrganismos, temperaturas
extremas, particulas estranhas ou radiagéo ionizante), os mecanismos de aparecimento das
inflamagbes sdo comuns (ROTE, 1998; VAN DER LAKEN et al, 1998). O agente
inflamato6rio age sobre os tecidos e induz a liberacdo de mediadores que, ao agirem nos
receptores existentes nas células da microcirculacao e nos leucécitos, produzem aumento
da permeabilidade vascular e exsudagdo de plasma e de células sanguineas para o
intersticio (BOGLIOLO e PEREIRA, 1994).

A acgdo do agente inflamatério e/ou das células do exsudato pode produzir lesdes nos
tecidos, inclusive necrose. Com o fim desta acao, reduz-se a liberacdo dos mediadores, a
microcirculagao recupera o estado hemodinamico original e o liquido e as células exsudadas
voltam a circulagdo sanglinea geralmente pelos vasos linfaticos. Se ha necrose, o tecido
destruido é fagocitado e logo depois surgem os fendmenos de cicatrizagdo ou de
regeneragao, tudo dependendo da extensédo da lesédo e do 6rgao acometido (BOGLIOLO e
PEREIRA, 1994; COLLINS, 1999; RENNEN et al., 2001).
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A inflamacao pode ser aguda ou crbnica, dependendo da natureza do estimulo e da eficacia
inicial para eliminar tal estimulo ou o tecido danificado.

A inflamagao aguda é de duragao relativamente curta, podendo durar de cinco minutos a
cinco dias (MITCHELL e COTRAN, 2003). A sua resposta é caracterizada por aumento do
fluxo sanguineo no local da inflamagéo; aumento da permeabilidade vascular na é&rea
afetada; aumento da transudagao de proteinas do plasma; aumento do influxo de leucdcitos,
sendo que o infiltrado celular predominante € de polimorfonucleares (RENNEN et al., 2001).

A inflamacao crénica pode ser considerada como uma inflamacdo de duragao prolongada
(semanas, meses ou anos) na qual a inflamagao ativa, a injdria do tecido e a cicatrizagao
procedem simultaneamente (MITCHELL e COTRAN, 2003). Ao contrario da inflamagéo
aguda, caracterizada por alteragcdes vasculares, edema e um infiltrado neutrofilico, a
inflamag&o crénica é caracterizada por infiltrado mononuclear (macrofagos, linfécitos e
células plasmaticas); destruicdo do tecido, largamente causada pelas células inflamatérias;
reparacao, envolvendo uma nova proliferagdo de vasos (angiogénese) e fibrose (VAN DER
LAKEN et al., 1998; COLLINS, 1999; RENNEN et al., 2001).

A inflamagao crénica pode surgir de duas maneiras: pode seguir-se a inflamagdo aguda,
quando esta nao pode ser resolvida, seja pela persisténcia do agente agressor ou por
alguma interferéncia com o processo normal de cura. Pode, também, apresentar uma
resposta crbnica praticamente desde o inicio do processo. Na inflamagdo crbénica como
processo primario, normalmente, o agente agressor € de toxicidade menor quando

comparado com o que ocorre na inflamagéao aguda (KUMAR et al., 2010).

2 RADIOFARMACOS EM MEDICINA NUCLEAR

Na medicina nuclear a imagem do corpo é obtida através da deteccdo da radioatividade
emitida pelo radiotragcador empregado. Os radiotracadores sdo administrados, em sua
maioria, por via intravenosa e o diagnéstico é baseado em alteragdes bioquimicas e
fisiologicas do 6rgao em exame, sem a necessidade de alteragdes anatomicas, fornecendo
o diagnéstico da doencga de forma n&o invasiva e em um estégio inicial (CONTI et al., 1996;
THRALL e ZIESSMAN, 2001).



26

Radiofarmacos sdo compostos radioativos usados no diagnéstico e no tratamento de
doencas. Em medicina nuclear, aproximadamente, 95% dos radiofarmacos € utilizado para
fins de diagnosticos. A maioria € formada por uma combinagdo de um componente
radioativo (radionuclideo), que emite a radiacdo necessdria para a detecgdo externa do
6rgao em andlise e, um componente quimico (ligante organico), que é responsavel pelo
direcionamento no organismo. O radionuclideo deve emitir uma radiagao que seja facilmente
detectavel por um equipamento especifico além de expor o paciente a baixas doses de
radiacao (SAHA, 2004; THRALL e ZIESSMAN, 2001).

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

Radiofarmacos, normalmente, ndo apresentam efeito farmacol6gico por serem utilizados em
concentracdes extremamente reduzidas (tragos). Para que possam ser injetados em seres
humanos, os radiofarmacos devem ser estéreis, livres de pirogénio e devem seguir todos os
procedimentos de controle de qualidade de uma droga convencional (SAHA, 2004;
LAZARUS, 1990).

Um radiofarmaco possui dois componentes: o radionuclideo e o farmaco, de emprego
dependente de suas caracteristicas. O farmaco é escolhido de acordo com o alvo ou érgao
a ser analisado. Em seguida, o radionuclideo é adicionado resultando no radiofarmaco. Este
€ administrado ao paciente e a radiacao emitida, caso seja fétons gama (y) é detectada por
uma camara de cintilagdo a raios gama ou gama camara. Desta forma, a morfologia ou a

fisiologia do 6rgao pode ser analisada (MILLAR, 1990).

Tendo em vista que os radiofdrmacos sdao administrados em humanos e que existem
algumas limitagbes na deteccdo da radiacdo pelos equipamentos disponiveis, o0s

radiofarmacos devem possuir algumas caracteristicas importantes:

o facil disponibilidade;
o baixo custo;

o meia-vida fisica curta resultando em baixa dose de radiacao;
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o o radionuclideo utilizado deve ser, preferencialmente, um emissor de radiagao gama (y)
pois esta causa menos danos aos tecidos quando comparada com as particulas alfa (a)
e beta (B);

o devem ser emissores de radiacao y com energia entre 30 e 300 keV. Acima ou abaixo
deste valor, ndo se obtém uma colimagao efetiva dos raios y com os colimadores
comumente utilizados. Entretanto, ja estdo disponiveis colimadores para energias de 511
keV utilizados em imagens planares ou na tomografia por emissao de pdésitrons (PET)
com fluordesoxiglicose ('®F-FDG) - (SAHA, 2004).

O radiofarmaco ideal deve possuir todas as caracteristicas para fornecer a maxima eficacia

diagnéstica e proporcionar a menor dose efetiva de radiagdo ao paciente. Entretanto, estes

critérios sdo muito restritivos e nenhum radiofarmaco é ideal para todas as situagdes (SAHA,

2004).

2.1 O papel da medicina nuclear no diagndstico de processos inflamatoérios

A identificacéo e a localizagao precoce de focos inflamatérios sao fatores importantes para o
tratamento adequado de pacientes com suspeita ou portadores desse processo (VAN
EERD, 2005).

O estudo de processos inflamatérios pela medicina nuclear pode ser de grande relevancia
para a clinica médica. Geralmente, o diagnéstico é baseado apenas na histéria clinica e no
exame fisico do paciente, entretanto, muitas vezes é dificil de ser realizado, pois o paciente
encontra-se assintomatico ou com sintomas nao especificos. Quando o diagndstico de
processos inflamatérios é feito precocemente, torna-se possivel iniciar um tratamento e
evitar uma série de complicagbes. Entretanto, antes de iniciar o tratamento o médico deve
conhecer a localizacdo e o grau de atividade do processo inflamatério (CHIANELLI et al;
1997; SIGNORE et al., 2002).

Como citado anteriormente, o processo inflamatério é caracterizado por aumento no fluxo
sanguineo, aumento da permeabilidade vascular e influxo de células do plasma para o
tecido. O radiofarmaco usado na imagem de processos inflamatérios acumula-se no local da
lesdo devido a estas mudangas fisiolégicas que ocorrem no local da inflamagao. Portanto, a
imagem cintilografica ndo depende de alteracbes morfolégicas e sim de alteragcoes
fisico-quimicas no tecido acometido. Este fato confere ao método cintilografico a capacidade
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de detectar focos inflamatérios na sua fase inicial, quando as alteragées morfolégicas ainda
nao estdo presentes. Entende-se como alteragdes morfolégicas aquelas que sao
detectaveis por outros métodos de imagem como a radiografia e tomografia
computadorizada. Além disso, a cintilografia € um método nao invasivo que permite rastrear

o0 corpo inteiro e determinar a extensao do processo inflamatério (BOERMAN et al., 2001).

Varios radiofarmacos tém sido desenvolvidos na ultima década, cada um com suas
vantagens e limitacées. No diagnéstico de inflamagdes, o acumulo e a retengao do
radiofarmaco no sitio da inflamagédo podem ocorrer por mecanismos especificos ou nao
especificos. Os processos especificos compreendem interagdes entre o radiofarmaco e o
alvo, como peptideos quimiotaticos ou ligagdes anticorpo-antigeno (antigranuldcitos MoAb).
Entre os radiofarmacos especificos para detecgao de inflamacdes e infeccao, destacam-se
os leucécitos radiomarcados com '''In ou *™Tc, ceftizoxima e citocinas radiomarcadas com
%mTc. J4 os radiofarmacos ndo especificos acumulam-se no local da inflamagéo devido ao
aumento do fluxo sanguineo, aumento da permeabilidade vascular e ao processo de
transudacao. Exemplos de tracadores nao especificos para a deteccao de inflamacgao
baseados no aumento da permeabilidade vascular estdo o ®Ga, lipossomas radiomarcados
e imunoglobulinas nao especificas radiomarcadas (CORSTENS e VAN DER MEER, 1999;
RENNEN et al.; 2001; CARMO et al., 2008,).

2.2 Producao de radionuclideos

Em 1896, Becquerel descobriu a radioatividade natural no sulfato de potassio e uranila.
Desde entdo, Pierre e Marie Curie, Ernest Rutherford e Frederick Soddy contribuiram
imensamente para a descoberta de outros elementos radioativos. Os trabalhos de todos
esses cientistas mostraram que todos os elementos encontrados na natureza com numero
atdbmico maior do que 83 sdo radioativos. A radioatividade artificial foi pioneiramente
relatada por Iréne Joliot Curie e Fredeérick Joliot, em 1934. Esses cientistas irradiaram o
aluminio com particulas o e observaram a emissao de pésitrons (particulas B*) a partir do
alvo, mesmo apds a remocao da fonte de particulas. Esta descoberta da radioatividade
induzida ou artificial abriu um novo campo de extrema importancia. Hoje, todos os
radionuclideos de uso clinico sdo produzidos no reator nuclear, em ciclotrons ou outro tipo
de aceleradores (SAHA, 2004; THRALL e ZIESSMAN, 2001).
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No ciclotron, particulas carregadas como os prétons, deutério e particulas o sdo aceleradas
em trajetérias circulares, sob vacuo, por meio de um campo eletromagnético. Essas
particulas aceleradas podem ter desde poucos kiloelétrons-volts (keV) até varios bilhdes de
elétrons-volts de energia dependendo do projeto e tipo do ciclotron. Sabendo-se que as
particulas carregadas movem-se ao longo de uma trajetéria circular sob o campo
eletromagnético aumentando sua energia gradualmente, quanto maior o raio da trajetéria da
particula maior a sua energia. Quando o alvo, composto por elementos estaveis é irradiado
por particulas carregadas ocorrem as reagdes nucleares. A particula incidente pode deixar o
nucleo apds a interagédo, depositando ali parte de sua energia, ou pode ser completamente
absorvida por ele dependendo da energia da particula incidente. Em ambos os casos, é
formado um nucleo excitado e a energia de excitagdo € liberada pela emissdo de nucleons
(prétons e néutrons) seguido de emissdo de raios y. Dependendo da energia depositada
pela particula incidente, um numero de nucleons € emitido de forma aleat6ria do nucleo alvo
irradiado levando a formagado de uma grande variedade de nuclideos. Os radionuclideos
produzidos em ciclotrons sdo, normalmente, deficientes de néutrons e, portanto, decaem por
emissao de podsitrons ou por captura eletrénica. Exemplos de radionuclideos produzidos no
ciclotron sdo o0 ’Ga, ""'In, 2°'TI, '8F, etc (SAHA, 2004).

Outra grande variedade de radionuclideos é produzida no reator nuclear por dois tipos de
interacoes diferentes: a fissdo nuclear e a ativagdo néutrénica. O reator nuclear é composto
por barras de combustivel que contem atomos de grande porte, como o uranio-235,
uranio-238 e pluténio-239 os quais sado inerentemente instaveis. Esses atomos sédo capazes
de sofrer fissdo, que é a quebra de nucleos pesados em dois fragmentos de massas
aproximadamente iguais. Os produtos de fissdo podem ter nimero atdmico de 28 até,
aproximadamente 65. Com a fissdo, sao liberados de dois a trés néutrons acompanhados
de uma quantidade de, aproximadamente, 200 milhdes de elétrons-volts (MeV) de energia
térmica. Os néutrons emitidos em cada fissdo podem causar a fissdo de outros nucleos
fissionaveis da barra de combustivel desde que existam condi¢cdes adequadas para tal.
Desta forma, inicia-se uma reagcao em cadeia que devera ser controlada removendo-se 0s
néutrons por meio da inser¢cdo de barras de controle compostas por cadmio, que € um
excelente absorvedor de néutrons térmicos. Como exemplos de produtos de fissao do
uranio-235 que possuem grande aplicacdo médica estdo o ™'l e o **Mo, produzidos
conforme as reacdes nucleares abaixo (SAHA, 2004; POWSNER e POWSNER, 2006):
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235 1 236 131 102 1
wU+ on— U = SI+ Y +3,n

— oMo+ '2Sn+2n

Na ativagdo neutrénica ou reagao (n, y) o nucleo alvo captura um néutron livre no reator e
emite raios y produzindo um isétopo deste elemento. O radioisétopo produzido, geralmente,
€ rico em néutrons decaindo, portanto, por emissdo de particulas B". Alguns exemplos de
reacdes de ativagcao neutronica sao:

aMo(n, )Mo ; 'wHg(n,y)5 Hg ; 5.Cr(n,7);,Cr

O **Mo tem uma grande importancia dentro da medicina nuclear pois através de um sistema
de separacdo por decaimento conhecido como gerador, d& origem ao *™Tc que é muito
utilizado na marcacéo de radiofarmacos. O radiois6topo * Mo possui meia-vida fisica de 66
horas e decai por emissao de particulas B, sendo que 87,6% do seu decaimento da origem
ao ¥™Tc e o restante (13%) ao isétopo **Tc (Anexo 1) - (SAHA, 2004; POWSNER e
POWSNER, 2006; BE et al., 2004).

2.3 O elemento Tecnécio

O Tecnécio (Tc) € um elemento quimico artificial, com numero atémico 43, localizado na
coluna VIIB da tabela periddica que foi descoberto em 1937 por Carlo Perrier e Emilio
Segre. Ele pode existir em oito estados de oxidagao, variando de -1 a +7, sendo que a
estabilidade desses estados de transicdo depende do tipo de ligacdo e do ambiente
quimico. Os estados +7 e +4 sdo mais estaveis e sdo representados em o6xidos, sulfetos,
haletos e pertecnetatos (MAZZI, 2007; DEWANJEE, 1990; SAHA, 2004).

Mais de 80% dos radiofarmacos utilizados em medicina nuclear sdo compostos marcados
com o is6topo *™Tc. As razdes para esta posicao de destaque do *™Tc no uso clinico sdo
as suas caracteristicas fisicas e quimicas altamente favoraveis. A meia-vida fisica de 6,01
horas do ®™Tc e a pequena taxa de emisséo de elétrons (aproximadamente 10% de sua
transicao é via conversao interna) permitem a administragcdo de doses suficientes para que
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muitos fétons estejam presentes durante a aquisicdo dos exames, gerando imagens bem
definidas em um espaco de tempo relativamente curto. Além disso, o isétopo *™Tc decai
para *Tc por transicdo isomérica, emitindo um unico féton y de energia equivalente a 140
keV que pode ser facilmente colimado, gerando imagens com uma resolugdo espacial
superior (Anexo 1). Por sua vez, o **Tc possui uma meia-vida fisica de 2,1x10° anos e decai
para o ruténio-99, estavel, por emissao B (SAHA, 2004; JONES, 1995).

Com a utilizagéo do **"Tc, a dose de radiagdo absorvida pelo paciente é baixa, resultando
em doses efetivas menores do que 50 mSv que apresentam risco considerado baixo
(STANFORD DOSIMETRY, LCC; JONES, 1995).

O radioisétopo ®™Tc pode ser obtido em uma solucdo estéril, livre de pirogénio e livre de
carreadores a partir de um gerador de molibdénio-99-tecnécio-99m (*Mo/**™Tc) - (Figura 1).
Este € um sistema separador constituido por uma coluna de vidro contendo material
adsorvente como o éxido de aluminio (Al,O;) tratando-se de uma resina de troca idnica.
Nesta resina, o radionuclideo pai (**Mo) e o produto do seu decaimento, o radionuclideo

I**, porém, o *Mo mostra-se mais

filho (**™Tc), encontram-se ligados como anions ao A
fortemente fixado a resina (SAHA, 2004; ZOLLE, 2007). Para a eluigao do gerador, utiliza-se
solugéo estéril de cloreto de sédio a 0,9% (p/v). Devido as consideraveis diferengas de
afinidade pela coluna, o anion pertecnetato (TcO,’) pode ser substituido pelos anions cloreto
(Cl) da salina fazendo a extracdo do *"Tc sob a forma de pertecnetato de sodio
(Na*®™TcO,), ou seja, no seu estado de oxidagao mais alto (+7), ndo sendo capaz de ligar-se
a agentes quelantes (DEUTSCH, 1983; ZOLLE, 2007). Assim, torna-se necesséario a
reducdo do **"Tc, do estado +7 para um estado de oxidacdo menor. O cloreto de estanho I
diidratado (SnCl, . 2H,O) é o agente redutor mais comumente utilizado na preparagéo de
compostos ligados ao ®"Tc. O ®*™Tc reduzido é uma espécie quimicamente reativa e
combina com uma grande variedade de agentes quelantes. O agente quelante geralmente é
doador de elétrons e forma uma ligacdo covalente coordenada com o **"Tc reduzido

(MAZZI, 2007; SAHA, 2004).
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Figura 1. Gerador de molibdénio-99/tecnécio-99m (Fonte: IPEN)

2.4 Radiofarmacos convencionais utilizados para o diagnéstico de processos
inflamatoérios

A medicina nuclear é conhecida por sua alta sensibilidade e, atualmente, dispde de técnicas
que sao capazes de revelar a presenca de inflamacao em varias condi¢cdes patoldgicas.
Entretanto, a sensibilidade e a especificidade das diferentes técnicas variam em fungéo da
doenca e seus efeitos fisiopatologicos, fazendo com que os radiofarmacos apresentem
diferentes acuracias de diagnéstico (CHIANELLI et al., 1997).

2.4.1 Citrato de *'Ga

Desde o seu uso pela primeira vez em 1969 no diagnéstico da doenga de Hodgkin, o citrato
de ®’Ga tem sido utilizado em vérias condicdes patoldgicas, incluindo inflamacées, infeccdes
e algumas desordens do esqueleto. O mecanismo preciso pelo qual o ®’Ga acumula-se nos
tecidos normais e patolégicos ndao € completamente conhecido. Entretanto, sabe-se que o
"Ga, por ser um analogo do ferro, liga-se a transferrina circulante na forma iénica e tem
acesso as células por meio dos receptores de transferrina. No tecido inflamado, o *’Ga é
transferido a lactoferrina que é localmente excretada pelos leucécitos ou por sider6foros
liberados por microrganismos (CHIANELLI et al., 1997; BLEEKER-ROVERS et al., 2007).

A fixagao fisiologica deste radiofarmaco ocorre no figado, bago, medula éssea e intestinos.
Embora a técnica que utiliza o ®Ga tenha uma alta sensibilidade e baixo custo, ela
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apresenta deficiéncias que limitam sua aplicacao clinica. A especificidade da técnica € baixa
devido a excregéo fisiologica tanto pelo trato urinario quanto por via intestinal. As suas
caracteristicas fisicas sdo desfavoraveis: apresenta uma longa meia-vida fisica (78,3 h),
decaindo em sua totalidade por captura eletrénica para niveis excitados de alta energia
(887,7 keV, 393,5 keV, 184,6 keV e 93,3 keV) e para o estado fundamental do zinco-67
(Anexo 2) - (BE et al., 2004).

Além disso, segundo Boerman e colaboradores (2001), a obtengdo de imagens de maior
contraste érgao alvo/radiacdo de fundo requer um tempo de espera de 72 horas apés a
administragdo do radiofarmaco. Todas estas caracteristicas desfavoraveis aliadas ao
desenvolvimento de novos radiofdrmacos tém resultado na substituicdo da cintilografia com
citrato de ®’Ga na maioria das condicdes inflamatérias pela cintilografia com leucécitos
radiomarcados com *"Tc ou ""'In (CORSTENS e VAN DER MEER, 1999; DATZ, 1994). Por
sua vez, o uso da técnica de leucécitos radiomarcados tem valor limitado em pacientes com
suspeita de osteomielite vertebral, logo, a utilizacdo do citrato de ®’Ga nessa condigao
parece ser a melhor opcdo. Da mesma forma, em pacientes imunocomprometidos o ®’Ga é
0 agente de escolha para detectar infec¢des oportunistas do trato respiratério (BLEEKER-
ROVERS et al., 2007).

2.4.2 **™Tc-Imunoglobulina humana policlonal (*™Tc-1gG)

Estudos mostraram que a imunoglobulina G (IgG) radiomarcada acumula-se nos focos
inflamatorios/infecciosos por extravasamento nao especifico devido a maior permeabilidade
vascular no local. A IgG pode ser marcada com '"'In ou *™Tc, apresentando captacéo
fisioldégica no figado, bago e rins. A desvantagem deste método é a longa permanéncia no
organismo, apresentando lenta depuragdo com altas doses de radiagdo ao paciente. Além
disso, necessita-se de longo tempo entre a administracdo do material e a obtengcdo da
imagem (RENNEN et al., 2001; BOERMAN et al., 2001; BLEEKER-ROVERS et al., 2007).

2.4.3 Leucocitos radiomarcados

Em 1976, McAfee e Thakur descreveram seus estudos com um quelato lipofilico, a oxima,
que forma um complexo lipofilico com o '"'In capaz de atravessar livremente a membrana

celular. No interior da célula, o complexo ''In-oxima dissocia-se e o '"'In liga-se de forma
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irreversivel a componentes citoplasmaticos, ndo sendo liberado com o tempo. As células
radiomarcadas com '"'In mantém suas funcdes fisiolégicas e o marcador permanece estavel
por tempo suficiente para a realizacéo de imagens cintilogréaficas. O '''In possui meia-vida
fisica de 67 horas, o que permite a aquisicdo de imagens tardias de 24 a 48 horas
(CHIANELLI et al., 1997). O seu decaimento da-se em quase sua totalidade (> 99,99%) por
captura eletrénica via estado excitado de energia de 416,6 keV do cadmio-111 que, por sua
vez, desexcita-se emitindo fétons gama de 150 keV, 173 keV e 247 keV, atingindo o seu
estado fundamental de energia (Anexo 3) — (BE et al., 2004)

Por outro lado, o decaimento do '''In implica em altas doses de radiacéo para a célula e
para o paciente (SIGNORE et al., 2002). Portanto, com o objetivo de radioprotecéo, deve-se
empregar uma baixa atividade radioativa (3,7 a 18,5 MBq). Isto faz com que o tempo de
aquisicao das imagens seja longo para que se tenha uma imagem de boa qualidade
(ENGRONYAT et al., 2005).

Em 1986, Peters e colaboradores descreveram a marcacao de leucécitos com o complexo
lipofilico hexametilpropileno amino oxima marcado com tecnécio-99m (*"Tc-HMPAO). O
¥™Tc possui 6timas caracteristicas fisicas para a obtencéo de imagens cintilograficas: seu
decaimento é por emissdo de féton y de 140 keV e sua meia-vida fisica é de 6 horas.
Portanto, o estudo com leucécitos marcados com *"Tc-HMPAO envolve baixas doses de
radiacdo e permite a aquisicdo de imagens cintilograficas de boa qualidade (CHIANELLI et
al., 1997).

Devido ao seu carater lipofilico e a auséncia de carga, o complexo *™Tc-HMPAO penetra na
membrana celular permanecendo no interior da célula por um determinado tempo
(ENGRONYAT et al., 2005). Entretanto, os leucécitos radiomarcados com HMPAQO n&o sao
estaveis porque o complexo *"Tc-HMPAO ¢ liberado da célula em uma proporcdo de 7%
por hora, sendo que o complexo liberado volta para a corrente sanguinea e é excretado
através dos rins e intestino (SIGNORE et al., 2002).

Em 1993, Arndt e colaboradores realizaram um estudo comparativo entre o uso de
leucécitos marcados com '''In e com ®™Tc para avaliacdo das doencas inflamatérias do
intestino (DII). Eles mostraram que a imagem realizada com *"Tc-HMPAO-leucécitos pode
substituir a cintilografia com células marcadas com '"'In para a identificacdo da presenca e
localizagéo da atividade inflamatéria em pacientes com DIl. O *™Tc-HMPAO-leucécitos é
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superior em relacdo ao '"In-leucécitos, por ser mais sensivel na deteccdo da inflamagao,
especialmente se o intestino delgado esta envolvido. Possui também outras vantagens
como maior disponibilidade, menor dose de radiagdo para o paciente e a separagao das
células é mais simples sendo feita em menor tempo (ARNDT et al., 1993).

Estudos mostraram que o método dos leucécitos marcados com *™Tc-HMPAO apresenta
uma especificidade de 100% e uma sensibilidade maior do que 95% para imagens de focos
inflamatérios ou infecciosos. O mecanismo de captagédo dos leucécitos é por quimiotaxia e,
portanto, representa um indicador especifico para infiltracdo leucocitica, mas nao para
infeccdo. Em virtude dos excelentes resultados obtidos com o uso dos leucécitos marcados
com ®"Tc-HMPAO, essa técnica é considerada em medicina nuclear, “padrdo ouro” para
imagens de inflamagédo e infecgdo (CARDOSO et al, 2002; MARTIN-COMIN e PRATS,
1999).

Dentre as principais indicagées dos leucécitos radiomarcados estédo as DI, osteomielites,
acompanhamento de pacientes com infeccoes vasculares ou proteses ortopédicas e
infeccbes de tecidos moles (BLEEKER-ROVERS et al., 2007).

Arndt e colaboradores, em 1997, demonstraram que a cintilografia com
#¥mTc-HMPAO-leucdécitos foi melhor do que o indice de atividade de Van Hees e do que os
parametros laboratoriais para a avaliagdo da atividade inflamatéria de doengas intestinais.
Os estudos realizados por Mota e colaboradores (2010) mostraram que a cintilografia com
#¥mTc-HMPAO-leucécitos representa uma importante ferramenta na avaliacdo da atividade

inflamatéria da doenga de Crohn mesmo na auséncia de sinais e/ou sintomas clinicos.

Os leucocitos radiomarcados oferecem uma boa acuracia diagnéstica, entretanto, a
preparacao desse radiofarmaco é bastante laboriosa: o isolamento e a marcagdo das
células sanguineas despende um tempo de, aproximadamente, 3 horas. Por sua vez, a
necessidade de manipular sangue potencialmente contaminado pode resultar em
transmissdo de patdgenos veiculados pelo sangue, como virus da hepatite e virus da
imunodeficiéncia adquirida, principalmente, para o manipulador (BLEEKER-ROVERS et al.,
2007).

As limitacbes desses radiofarmacos convencionais tém estimulado a pesquisa de novos

agentes para o diagnéstico de inflamacao ou infeccado visando evitar a manipulacao de
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sangue potencialmente infectado, usar moléculas pequenas com rapida depuracgéo de forma
a permitir uma resposta rapida, desenvolver agentes que interajam com receptores, agentes
que permitem a distingdo entre inflamacéao asséptica de infecgao, agentes que permitam a
distingdo entre processos agudos de crbnicos e, preferencialmente, utilizar agentes
marcados com *™Tc. Dentre esses novos radiotragadores nao especificos para imagens de
inflamacao/infecgdo encontram-se os lipossomas radiomarcados. A sua localizagao no foco
inflamatério resulta da maior permeabilidade vascular no local e ndo de uma interagao
especifica entre o radiotragador e um componente do foco inflamatério, como ocorre com o
uso dos leucécitos, logo, os lipossomas sao caracterizados como radiotragadores nao
especificos (RENNEN et al., 2001).

3 LIPOSSOMAS

Lipossomas sao sistemas lipidicos dispersos constituidos freqlientemente por fosfolipides,
0S quais em meio aquoso se organizam espontaneamente em bicamadas formando
vesiculas esféricas. Essas bicamadas circundam uma cavidade aquosa interna e se
encontram envolvidas por um meio aquoso (Figura 2). Considerando que os lipossomas sao
constituidos por moléculas anfifilicas, os mesmos sdo capazes de encapsular substancias
hidrofilicas (encapsuladas na cavidade interna), lipofilicas (acomodadas na regidao apolar da
bicamada) e anfifilicas (ao longo de toda a extensao da vesicula). Esses sistemas lipidicos
foram descritos, na década de 60, por Bangham e colaboradores (1965) como modelos de
membranas biolégicas. Em 1971, Gregoriadis e colaboradores, propuseram a utilizagao de
lipossomas como carreadores de farmacos. A partir de entao, diversos estudos foram feitos
visando verificar as suas potencialidades terapéuticas, tais como carrear quimioterapicos,
antibiéticos, fungicidas, antigenos e compostos quelantes entre outros (CARVALHO-
JUNIOR et al., 2007,; FATTAL et al., 1993; ADLER-MOORE e PROFFITT, 1993).
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Figura 2. Representacao esquematica da estrutura dos lipossomas.

A grande potencialidade terapéutica dos lipossomas deve-se a sua versatilidade estrutural
em termos de tamanho, composicao lipidica, carga superficial, fluidez da membrana e sua
capacidade de incorporar tanto farmacos lipofilicos quanto hidrossoliveis. A membrana
lipidica dos lipossomas € capaz de controlar a liberagdo de moléculas hidrofilicas
encapsuladas na cavidade aquosa, por difusdo lenta, assim como de moléculas lipofilicas,
em funcdo da acao dos liquidos corporais sobre a integridade das membranas (ANSEL et
al., 2000).

A administragéo de lipossomas pode ser realizada por diferentes vias, como a transdérmica,
nasal, pulmonar, oral e, principalmente, a via intravenosa. A farmacocinética e a
biodistribuicdo dos lipossomas sao influenciadas pela via de administracdo e por suas
caracteristicas, que incluem o tamanho da vesicula, a composi¢éo, a concentracao lipidica,
a carga superficial e o grau de hidrofilia, e ainda, capacidade de encapsula¢do do farmaco
(BOERMAN et al., 2000; OUSSOREN et al., 1997).

Os lipossomas sao classificados de acordo com o didmetro e numero de bicamadas. Os
lipossomas que contém apenas uma bicamada lipidica sdo denominados unilamelares
pequenos (SUV — Small Unilamellar Vesicles), com tamanhos geralmente menores que 100
nm. Aqueles que contém apenas uma bicamada lipidica com vesiculas de tamanho variando
entre 100 a 1000 nm s&o classificados como lipossomas unilamelares grandes (LUV — Large
Unilamellar Vesicles). Os lipossomas que possuem mais de uma bicamada lipidica sao
denominados multilamelares (MLV — Multilamellar Vesicles) e apresentam tamanho superior
a 100 nm (NEW, 1990; SAHOO, 20083).
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3.1 Lipossomas convencionais e de circulacao prolongada

Os lipossomas podem ser classificados em convencionais e de circulagdo prolongada ou
furtivos. Os lipossomas convencionais, quando administrados por via intravenosa, sofrem
adsorgcao de proteinas séricas (opsoninas), ocasionando sua captura pelas células do
sistema fagocitario mononuclear (SFM), sobretudo no figado, bago e medula éssea (tecidos
ricos em macréfagos), sendo rapidamente eliminados, limitando a utilizacdo para outros
tecidos (ALLEN e HANSEN, 1991; SENIOR e ALVING, 1987; PATEL, 1992; SZEBENI,
1998). Investigacdes iniciadas na década de 90 foram realizadas com o objetivo de reduzir a
captacao dos lipossomas convencionais pelas células do SFM e aumentar seu tempo de
permanéncia na circulacdo. Foi observado que a incorporacdo, na membrana dos
lipossomas, de lipideos acoplados a polimeros de etilenoglicol (PEG), altera sua interacéo
com o ambiente, sendo o efeito mais importante a reducdo da captura pelos macréfagos,
prolongando a presenga na corrente sanguinea. Esses lipossomas denominados lipossomas
de circulagao prolongada ou furtivos, permitem uma distribuicdo do farmaco para outros
6rgaos além daqueles do SFM (FONTES et al, 2005). O metoxiPEG-
diestearilfosfatidiletanolamina (mPEG-DSPE) foi o derivado de escolha para a preparagao
de lipossomas estericamente estabilizados, pois a presengca de volumosos grupos
hidrofilicos na superficie dos lipossomas parece constituir um obstaculo estérico as
proteinas do plasma que podem atuar como opsoninas. Conseqlientemente, os lipossomas
ficam protegidos do reconhecimento e destruicao pelas células do SFM (KLIBANOV et al.,
1990; WOODLE e LASIC, 1992; STORM et al., 1995). Entretanto, estudos demonstraram
que a concentragdo do conjugado PEG na composicdo da membrana e o tamanho da
cadeia do polimero afetam as caracteristicas de circulagéo prolongada desses lipossomas
(BRADLEY et al, 1998; MARUYAMA et al, 1992). De acordo com Ulrich (2002),
concentracoes de 5 a 10 % de fosfatidiletanolamina acoplado a PEG (PE-PEG) de massa
molecular 1000-2000 Da conferem excelente estabilidade as formulagdes.

O derivado aminoPEGyyo-diestearilfosfatidiletanolamina (aPEG2q0-DSPE) é composto pelo
PEG com um grupo amino terminal. Nesse derivado, o grupo amino é protonado em meio
fisiologico e, assim, é carregado positivamente, resultando em um derivado neutro devido a
carga negativa do grupo fosfato do fosfolipide. Contudo, lipossomas contendo
aPEG20-DSPE apresentam superficie positiva. Estudos da biodistribuicdo de lipossomas
contendo esse derivado, realizados em ratos, mostraram que sdo bem tolerados in vivo,

sem perda da circulagao prolongada e sem desvios significativos na biodistribuigdo quando
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comparados com lipossomas contendo MPEGyy0-DSPE (ZALIPSKY et al, 1994). As
estruturas quimicas do mMPEGyq0-DSPE e do aPEG,0-DSPE podem ser observadas na
Figura 3.
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Figura 3. Estruturas quimicas do aPEGyq0-DSPE (A), MPEG0,-DSPE (B).

Assim, a caracteristica dos lipossomas revestidos com PEG de permanecerem mais tempo
na circulagdo, uma vez que sdo menos reconhecidos pelo SFM, faz deles um poderoso
instrumento para auxiliar no diagnoéstico de processos inflamatérios ou infecciosos
(BOERMAN et al., 1997; CORSTENS e VAN DER MEER, 1999; CARMO et al., 2007,
2008,).

3.2 Lipossomas pH-sensiveis

O uso de lipossomas pH-sensiveis como sistemas de liberagdo de farmacos foi sugerido a
partir da observacdo de que tecidos patoldgicos (tumores, inflamagbes e infeccdes)
apresentam um pH menor do que os tecidos normais (GULINO et al., 1967), além do fato de
que alguns tipos de virus desenvolveram estratégias para aproveitar-se da acidificacdo do
meio do lume endossomal para infectar células (SIMOES et al., 2004).

O principio basico de lipossomas pH-sensiveis consiste em introduzir na composi¢ao de sua
bicamada lipides que sao intrinsecamente instaveis, ou seja, que nao sdo capazes de
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formar bicamada numa determinada temperatura, conhecida como temperatura de transicao
de fase hexagonal (Ty). A obtencdo da fase lamelar para estes lipides é conseguida pela
adicao de compostos que sdo carregados em pH neutro, mas que perdem sua carga em
condi¢des onde o pH é acido e, portanto, a sua capacidade de estabilizar a bicamada (NEW,
1990).

Os lipossomas pH-sensiveis sao constituidos por fosfolipides derivados da
fosfatidiletanolamina (PE), como por exemplo, a dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE) - (Figura
4). As PE insaturadas, ao contrario da maioria dos fosfolipides, apresentam uma cabega
polar pequena e pouco hidratada, ocupando um volume menor quando comparado ao
volume ocupado pelas cadeias alifaticas, dessa forma exibindo uma forma de cone
(hexagonal), o que impede a formacdo da fase lamelar. A formagéo de lipossomas com
estes fosfolipides requer a adicdo de agentes estabilizantes, normalmente lipides
carboxilados, como o hemisuccinato de colesterila (CHEMS), que em pH fisiol6gico se
encontram sob a forma ionizada (Figura 4). Esses estabilizantes sdo capazes de se
inserirem entre as moléculas de fosfolipides, e o aparecimento de repulsdes eletrostaticas
entre os grupamentos carboxila, presentes no estabilizante, e os grupos fosfato dos
fosfolipides favorecem a organizacao lamelar (Figura 5), possibilitando a formacao dos
lipossomas. Entretanto, em meios fracamente acidos tais como aqueles encontrados no
lume de endossomas e em alguns tecidos patolégicos (tumores, areas inflamadas ou
infectadas) o CHEMS torna-se protonado, resultando na desestabilizagdo das vesiculas e a
liberacdo do material encapsulado (DING et al., 2005; DRUMOND et al., 2000; SIMOES et
al., 2004).
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Figura 4. Estruturas quimicas do CHEMS (A) e DOPE (B).
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Figura 5. Representagdo esquematica da organizagao estrutural de derivados da PE na auséncia e
na presenga de CHEMS.

Embora tenha sido demonstrado que os lipossomas pH-sensiveis compostos de PE séo
eficientes em liberar diversas moléculas no citoplasma, sua aplicagéo in vivo é limitada
devido a sua moderada estabilidade e/ou rapida remocao pelo SFM apds administragao
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intravenosa. Entretanto, estudos tém demonstrado que a inclusdo de conjugados lipidicos,
como o polietilenoglicol acoplado ao diestearilfosfatidiletanolamina (PEG-DSPE), aumenta a
estabilidade in vivo de lipossomas pH-sensiveis, proporcionando maior tempo de circulagao
e, ainda, mantendo suas propriedades de pH-sensibilidade até atingir o tecido alvo (FATTAL
et al., 2004; ROUX et al., 2004; SIMOES et al., 2004; SLEPUSHKIN et al., 1997).

3.3 Propriedades fisicas e fisico-quimicas dos lipossomas

A estabilidade fisico-quimica dos lipossomas € diretamente afetada pelas alteracdes
envolvendo a distribuicao populacional das particulas, a lamelaridade, a permeabilidade, a
estrutura bilamelar e o volume interno (OLIVEIRA, 1998). Logo, as propriedades e
aplicacoes dos lipossomas dependem das caracteristicas fisicas e fisico-quimicas de suas

membranas.

3.3.1 Transicao de fase dos lipides

A fluidez da bicamada, quando constituida de um Unico tipo de lipide, depende da
temperatura de transi¢cdo de fase (Tm) do estado gel (sélido) para o estado liquido-cristalino
(fluido) - (Figura 6). Quando a temperatura do meio é igual a Tm, as cadeias carbdnicas dos
lipides passam do estado ordenado (sélido) para o estado fluido no qual estas cadeias
encontram-se desordenadas e tém grande liberdade de movimento. Portanto, de acordo
com a Tm, as membranas lipossomais de diferentes composi¢cdes podem exibir diferentes
niveis de fluidez sob as mesmas condicbes de temperatura. A permeabilidade da bicamada
depende da fluidez da membrana e da natureza do soluto encapsulado. A taxa de
permeabilidade mais elevada ocorre na Tm e é menor no estado “gel” em comparacao com
o estado fluido (FREZARD et al., 1999).

Um componente lipidico importante, muito utilizado na composicdo dos lipossomas, € o
colesterol. Por ser uma molécula anfifilica, o colesterol insere-se na membrana com seu
grupo hidroxila orientado em direcdo a superficie aquosa e a cadeia alifatica alinhada
paralelamente as cadeias dos acidos graxos, no centro da bicamada. Com isto, pode reduzir
ou aumentar a fluidez dos fosfolipides que compdéem a bicamada lipidica. No caso dos
fosfolipides de baixa temperatura de transigao de fase gel/fluida, o colesterol reduz a fluidez
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da membrana. Ja para os fosfolipides de elevada temperatura de transi¢éo de fase, na qual
nao ha um livre movimento de moléculas individuais, o colesterol aumenta a fluidez da
membrana (RAFFY e TEISSIE, 1999; FERREIRA, 2011).

Fase "gel” Fase "cristal-liquido™

Loy

Figura 6. Comportamento de fases das membranas lipidicas (Adaptado de FREZARD et al., 2005).

3.3.2 Diametro das vesiculas

A obtencao de lipossomas com diametro reduzido e distribuicdo homogénea das vesiculas é
um importante fator para garantia da estabilidade dessa forma farmacéutica. Muitos estudos
utilizam lipossomas unilamelares homogéneos com didmetro compreendido entre 50 e 150
nm. Essa faixa € um meio termo entre a eficiéncia de encapsulacdo (aumenta de acordo
com o aumento do didmetro), a estabilidade do lipossoma (diminui com o aumento do
didmetro acima da faixa 6tima de 80-200 nm) e capacidade de extravasamento (diminui com
0 aumento do diametro). Estudos realizados por Yuan e colaboradores (1995) mostraram
que o didmetro maximo de lipossomas capazes de extravasarem do lume capilar para o
tecido tumoral esta entre 400 e 600 nm, pois os lipossomas de 400 nm de diametro foram
capazes de penetrar no espacgo intersticial do tumor enquanto que os de 600 nm
permaneceram retidos no espago extravascular. Logo, tais autores estipularam um diametro
maximo de 500 nm para que as vesiculas sejam capazes de sair da corrente sanguinea e
acumularem-se em tecidos patolégicos.

Sao utilizadas diferentes técnicas para analise do didmetro e distribuicdo dos lipossomas.
Dentre estas estdo compreendidas técnicas de espalhamento da luz (BERGER et al., 2001;
CASALS et al., 2003; YANG et al., 2006) e microscopia, como microscopia de criofratura
(BERGER et al, 2001) e microscopia de forga atdbmica (RUOZI et al, 2005;
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RAMACHANDRAN et al., 2006). Neste trabalho foi empregada a técnica denominada
espectroscopia de autocorrelagdo de fétons ou espalhamento dindmico da luz (Quasielastic
Light Scattering) na analise do didmetro das vesiculas lipossomais.

A técnica de espectroscopia de autocorrelacdo de fotons consiste em atravessar
determinada amostra com um feixe de laser, de modo que as particulas presentes espalhem
a luz. O espalhamento da luz esté relacionado ao movimento browniano das particulas de
modo que a intensidade da luz espalhada por estas forme um padrédo de movimento. Por
meio da dispersdo da luz, torna-se possivel determinar o didmetro médio das particulas.
Particulas menores sado capazes de movimentarem mais rapidamente e causam rapidas
modificagdes no espalhamento da luz. Por outro lado, particulas de maior diametro, as quais
possuem menores coeficientes de difusédo, resultam em menores flutuagdes na intensidade
do espalhamento da luz (HASKELL et al, 1998). Esta técnica permite a medida de
particulas cujos diametros estejam compreendidos na faixa de 1 a 5000 nm (MALVERN
INSTRUMENTS, 1996,).

3.3.3 Potencial zeta

A medida do potencial zeta é uma ferramenta muito Util na deteccdo da magnitude de
interacdes repulsivas entre as particulas coloidais e € comumente utilizada para avaliar a
estabilidade dos coldides (CASALS et al., 2003).

O potencial zeta pode ser definido como a carga existente na fronteira entre a superficie de
uma particula individual e seus ions associados. A carga nao pode ser medida diretamente,
mas pode-se determinar a grandeza da carga elétrica pelas medidas da mobilidade
eletroforética das particulas submetidas a aplicacdo de um determinado campo elétrico
(FLORENCE e ATTWOOD, 2003).

Para a determinagédo do potencial zeta dos lipossomas foi utilizado um método que consiste
na incidéncia de um feixe de luz e aplicacdo de um campo elétrico de forgca conhecida
através da amostra. Neste método, as particulas carregadas se deslocam com velocidades
distintas induzindo deslocamentos da freqiéncia do feixe de luz incidente, gerando um
espectro de freqiéncias. As freqliéncias sado entdo utilizadas para os célculos das
velocidades, as quais sdo convertidas para valores de mobilidades eletroforéticas e em
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seguida os dados sao transformados em valores de potencial zeta. (MALVERN
INSTRUMENTS, 1996,,).

3.3.4 Teor e eficiéncia de encapsulacao

O teor e a eficiéncia de encapsulagdo de uma substancia em lipossomas sédo dois
parametros importantes que devem ser considerados na escolha do método de preparacgao.
Esses parametros podem ser otimizados através da escolha do método de encapsulacéo e
da manipulacdo da composicéo lipidica da membrana. E importante a obtengdo de altas
taxas de encapsulacdo, particularmente quando o farmaco possui doses elevadas ou
quando nao € possivel o reaproveitamento do farmaco nao encapsulado. A relacédo
farmaco/lipide também devera ser maximizada, visto que determina a quantidade de lipide a
ser administrada ao paciente. Assim, quanto menor for a quantidade de lipide veiculada,
menores serdo os riscos de efeitos colaterais associados aos mesmos (SWARBRICK e
BOYLAN, 1994; FREZARD et al., 2005).

3.4 Estabilidade fisica e quimica dos lipossomas

Para funcionar efetivamente como um vetor de farmacos € importante que os lipossomas
mantenham-se suficientemente estaveis por um periodo de tempo razoavel. Esses podem
sofrer mudancas tanto fisicas quanto quimicas durante a estocagem. As mudancas fisicas
podem ocorrer nas vesiculas fosfolipidicas, incluindo agregacao e fusdo. J& as mudancas
quimicas incluem hidrélise das ligagdes éster dos fosfolipides em dispersées aquosas de
lipossomas e oxidagao dos fosfolipides que contém acidos graxos insaturados, bem como a
oxidacdo do colesterol. Todas essas transformacdes podem causar a perda do material
encapsulado (CHOW et al., 1995).

Um dos aspectos mais importantes relacionados a estabilidade fisica dos lipossomas é a
mudanga do diametro das particulas e de sua distribuicdo. A agregacéo e a fusdo das
vesiculas sdo as principais fontes desta instabilidade. Agregacéao de lipossomas neutros é
causada por interagées de Van der Waals e, tende a ser mais pronunciada em vesiculas
grandes. Embora fatores como residuos de solventes e tracos de elementos possam
potencializar esse processo, a formagdo de agregados de lipossomas € um fenébmeno
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natural e inevitavel para membranas sem carga. A maneira mais simples de contornar essa
situagao é utilizar lipides carregados na formulagao (NEW, 1990). Casals e colaboradores
(2003) afirmam que a presenga de 25% de lipides carregados confere uma suficiente
estabilidade eletrostatica que evita a agregagao e fusédo de vesiculas por um periodo de 3
meses, a 4°C. Outra forma de aumentar a estabilidade dos lipossomas € revesti-los com
polimeros hidrofilicos nao ibnicos, como PEG, o que leva ao aparecimento da repulsdo de
hidratagdo caracterizada pela presenga de uma barreira estérica que impede a aproximagao
das vesiculas (ULRICH, 2002).

Muitas dispersdes de fosfolipides contém lipides insaturados (cadeias acila) como parte de
sua cadeia molecular. Os lipides insaturados sofrem degradacao oxidativa ou peroxidacao
lipidica. Essas reagbes podem ocorrer durante a preparacdo, 0 armazenamento ou no
momento do uso. A peroxidacdo € um processo complexo envolvendo reacdes radicalares
que resultam na formacdo de peréxidos ciclicos e hidroperdxidos. Essa degradacao
oxidativa acontece rapidamente se os lipides insaturados ndo forem protegidos durante a
preparacdo e o armazenamento. Devem ser protegidos pela manutencdo em atmosfera de
gas inerte, como nitrogénio ou argbnio; pela remocéao de metais pesados (adicdo de EDTA)
ou pela adicao de antioxidantes, como alfa-tocoferol ou butilhidroxitolueno.

A hidrolise dos lipides leva a formagao de lisofosfolipides (Figura 7) e acidos graxos livres.
Os lisofosfolipides podem ser posteriormente hidrolisados em glicerofosfocompostos e
acidos graxos. Esses produtos de reagdo ndo sao capazes de formar lipossomas (NEW,
1990; VEMURI et al., 1995).
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Figura 7. Estrutura quimica do lisofosfolipide da DOPE (1-oleil 2-hidroxi fosfatidiletanolamina).
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3.5 Liofilizacao

Com o objetivo de aumentar a estabilidade fisica e quimica dos lipossomas, o processo de
liofilizagéo tem sido utilizado, aumentando dessa forma a vida de prateleira das formulagées
lipossomais (YANG et al, 2006). Em relacdo a estabilidade desta forma farmacéutica, a
utilizagdo de uma suspensdo aquosa como um produto comercial € questionavel. Em
contraste, uma preparacao “seca” para ser hidratada imediatamente antes da sua utilizagéo
pode evitar muitos problemas associados com as dispersdées aquosas de lipossomas. O
processo pode ser aplicado sobre os lipides ou sobre os lipossomas propriamente ditos
(PAYNE et al., 1986).

Liofiizacdo é o processo empregado na desidratacdo de substancias extremamente
sensiveis ao calor. Nesse processo, a solugdao ou suspensdo liquida € inicialmente
congelada; em seguida, a pressao sobre a matéria congelada é reduzida e, por fim, a agua
€ removida por sublimacao (AULTON, 2005). O processo de liofilizacao envolve 3 estagios:
(i) congelamento da suspensao lipossomal; (i) secagem primaria (perda de agua por
sublimacao até 0,5 %) e (iii) secagem secundaria (remogao da agua residual e obtengao de
pd seco poroso) (MOHAMMED et al., 2006; AULTON, 2005).

3.6 Crioprotecao

Como dito anteriormente, a liofilizacdo € bastante utilizada para prolongar a vida de
prateleira dos lipossomas. Entretanto, tanto o congelamento quanto a secagem podem
induzir a danos, resultando no aparecimento de fendémenos relacionados a agregacao e/ou
fusdo das vesiculas. Os lipossomas podem ter seu diametro alterado durante a liofilizagao
e/ou durante a subseqlente reidratacdo se estabilizantes apropriados nao forem
empregados (MOHAMMED et al., 2006). Assim sendo, para promover estabilidade fisica
durante o processo de liofilizagdo, agentes crioprotetores como agucares (por exemplo:
sacarose, trealose e glicose) e seus derivados sao utilizados. Aminoacidos também tém sido
estudados quanto a sua capacidade crioprotetora (MOHAMMED et al., 2007).

A partir da observacado da capacidade de muitos organismos sobreviverem a completa
desidratacdo, em estado de anidrobiose, 0s pesquisadores descobriram que essa
sobrevivéncia € possibilitada pela presenga de grande quantidade de dissacarideos
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sintetizados durante o processo de perda de dgua. O mecanismo preciso sobre o qual os
agucares agem estabilizando os sistemas biolégicos, durante a liofilizagdo, permanece como
assunto de debate. Entretanto, duas hipéteses tém sido propostas, uma delas € o modelo de
substituicdo da agua e a outra o modelo de vitrificagao.

A hipétese de substituicao da agua foi proposta por Crowe e colaboradores (1988, 1996,) no
qual os agucares inserem-se entre as porgdes polares do fosfolipide no estado seco,
levando a formagéo de ligagdes de hidrogénio (Figura 8). Na auséncia de crioprotetor, apds
o0 congelamento seguido de liofilizagdo, a camada de agua deixa de existir tornando a
bicamada mais compacta, porém, com possiveis defeitos devido a auséncia do crioprotetor.
Consequentemente, apds a reidratagdo, os defeitos da bicamada podem causar, por
exemplo, a liberacdo do material encapsulado ou a formacdo de vesiculas com maior
diametro (Figura 9A). Por outro lado, na presenca de crioprotetor, as moléculas de agua séao
gradualmente substituidas pelo crioprotetor e a interacdo entre o agucar e os fosfolipides
mantém o espacamento das cabecas polares dos fosfolipides reduzindo as interagdes de
Van der Waals entre as porgcbes polar e apolar dos fosfolipides, no estado seco. As
interacdes levam a uma reducao da Tm e, finalmente, o liofilizado pode ser reconstituido por
reidratacdo (Figura 9B). Sao formadas multiplas pontes de hidrogénio entre os agucares e a
porcao polar dos fosfolipides na superficie da bicamada podendo os agucares interagir com
até 3 tipos diferentes de lipideos, simultaneamente. (CHEN et al., 2010). Essas interagbes
entre os aclUcares e os fosfolipides permitem a manutencdo do estado fisico das
membranas no estado seco de forma similar a existente no estado hidratado (VAN WINDEN
etal., 1997).
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Figura 8. Representacao esquematica da interagéo fosfolipide-agucar.
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Figura 9. Mecanismo de substituicdo da agua durante a liofilizagdo seguida de reidratacao. (A)
Liofilizagado sem o uso de crioprotetor; (B) Liofilizagdo com o uso de crioprotetor. (Adaptado de CHEN
et al., 2010).
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Koster e colaboradores (1994) propuseram a outra hipétese de crioprotecdo, o modelo de
vitrificacdo. Esta é baseada no efeito repulsivo causado pelas moléculas de agua que
hidratam as membranas fosfolipidicas. Durante a secagem, quando ocorre uma redugao das
forcas de repulsdo, gera-se um aumento do estresse compressivo entre as membranas. A
adicao de acuUcares (crioprotetores) causa um aumento da pressao osmotica do meio e,
portanto, uma reduzida remocdo das moléculas de agua da interface das membranas.
Sendo assim, observa-se uma redugao do estresse de compressao entre as Ultimas. Uma
reducdo mais efetiva desse estresse € observada quando os agucares nao se cristalizam,
ou seja, permanecem no estado vitreo durante a secagem. Sugere-se que a resisténcia
mecanica oferecida pelo agucar no estado vitreo dificulte a redugcéo da distancia espacial
entre as membranas sob condi¢cdes de estresse compressivo, evitando, portanto, a fusdo
das mesmas (KOSTER et al., 2000). Crowe e colaboradores (1996,) provaram que os dois
mecanismos acima nao sdao mutuamente exclusivos e ambos sdo necesséarios durante o

processo de liofilizag&o.

3.7 Lipossomas radiomarcados no diagnodstico de inflamacao

A marcagao radioativa dos lipossomas pode acontecer pela simples adigao do radionuclideo
de escolha no meio aquoso que é usado para hidratar os lipides. Entretanto, uma pequena
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fracdo do radiomarcador é incorporada na fase aquosa interna, levando a uma baixa
eficiéncia de marcacao (menor que 10%). Trata-se de um método considerado laborioso,
pois requer a preparagao de novos lipossomas em todos os experimentos (TORCHILIN e
TRUBETSKOY, 1995).

Diante disso, novas estratégias para marcar lipossomas pré-formados com mais eficiéncia
foram desenvolvidas ao longo do tempo. Em geral, os métodos de marcagao consistem em
acoplar o radiomarcador na bicamada lipidica, diretamente na superficie ou através de um
agente quelante. Outra maneira é o transporte do radionuclideo através da bicamada
lipidica, consistindo na encapsulagao do mesmo na fase aquosa dos lipossomas. O primeiro
método foi realizado pioneiramente por Morgan e colaboradores (1981), por meio da
reducao do NaTcO, com cloreto estanoso e seu acoplamento na superficie da bicamada.
Porém, em estudos com animais, essas preparagdes lipossomais radiomarcadas
apresentaram alta captacdo nos rins e bexiga, o que sugere uma extensa liberagao in vivo
do *"Tc dos lipossomas. Qutros pesquisadores confirmaram tal instabilidade dos
lipossomas radiomarcados por esse método (AHKONG e TILCOCK, 1992; LOVE et al.,
1989).

O outro método de marcacao de lipossomas consiste em encapsular o radionuclideo no
espaco interno aquoso de lipossomas pré-formados, sendo que, o radionuclideo deve estar
na forma lipofilica conseguindo, assim, permear através da bicamada lipidica. Em 1992,
Phillips e colaboradores desenvolveram outra técnica para marcar lipossomas com *™Tc
utilizando o quelante lipofilico HMPAO, formando o complexo *"Tc-HMPAO capaz de
atravessar a bicamada dos lipossomas pré-formados. Estes possuiam glutationa na sua
cavidade aquosa, substancia que é capaz de reduzir o *™Tc-HMPAO para a sua forma
hidrofilica fazendo com que o complexo fique retido no interior das vesiculas lipidicas. Esse
método mostrou-se reprodutivel e com alta eficiéncia de marcagao, em torno de 85%.

Os estudos utilizando lipossomas como veiculos para imagem de inflamagao e/ou infecgao
iniciaram ha mais de 20 anos. As primeiras investigacées foram realizadas por Morgan e
colaboradores (1981) em ratos infectados com S. aureus, utilizando lipossomas
convencionais unilamelares anibnicos, catibnicos e neutros marcados pelo método do
cloreto estanoso. Eles observaram uma significativa captacao dos lipossomas aniénicos na
area infectada quando comparada com a area nao afetada, enquanto os lipossomas

catidnicos e neutros ndo apresentaram a mesma captacao.
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Bakker-Woudenberg e colaboradores (1992) estudaram a biodistribuicado de lipossomas,
com diferentes composicoes lipidicas, em modelos de ratos com pneumonia unilateral
causada por Klebsiella pneumoniae. Os experimentos proporcionaram a compreensao das
caracteristicas lipossomais que facilitam a sua captagcado pelos tecidos infectados. Os
lipossomas de circulagéo prolongada apresentaram uma captag¢ao 10 vezes maior do que 0s
lipossomas convencionais. Tem sido sugerido que esses lipossomas apresentam amplo
extravasamento em focos infecciosos e inflamatérios devido ao aumento da permeabilidade
vascular nessas regides. Uma possivel explicagdo para o fato dos lipossomas ficarem
retidos nesses sitios pode ser a de que as vesiculas lipidicas sejam fagocitadas pelos
leucécitos presentes na area afetada, mantendo-os no local (ERDOGAN et al., 2000; GOINS
etal., 1993).

Para que um sitio inflamado ou infeccioso possa ser diagnosticado pela cintilografia é
necessario que nestas regidées haja uma quantidade de radioatividade acima da atividade da
radiacao de fundo dos tecidos normais. Em geral, deve-se ter uma relagcéo alvo/nao alvo de,
pelo menos, 1,5 para permitir a identificacdo de uma lesdo por imagem cintilografica.
Lipossomas com vida média plasmatica em torno de 4 horas tém sido sugeridos como
carreadores de agentes de imagem para focos de inflamacao. Esse tempo seria suficiente
para que os lipossomas se acumulassem no sitio inflamatério e para que ocorresse a

depuragao sanguinea, resultando em imagens mais nitidas das lesées (PHILLIPS, 1999).

Boerman e colaboradores (1997) estudaram o efeito do didametro e do tempo de circulagao
dos lipossomas furtivos marcados com *™Tc para imagens de focos inflamatérios utilizando
vesiculas de diferentes diametros (90, 120, 150 e 180 nm) injetados em ratos infectados na
pata com S. aureus. As imagens obtidas com as diferentes preparagées mostraram que 0s
lipossomas de circulagdo prolongada de menor didmetro apresentaram uma étima captacao

no sitio infeccioso.

Carmo e colaboradores realizaram estudos para a identificagdo de focos inflamatérios
(2008,) e infecciosos (2007) utilizando lipossomas pH-sensiveis de circulacdo prolongada
(SpHL), pré-formados, marcados com *™Tc-HMPAO. Os resultados mostraram uma
relagdo alvo/ndo alvo maior que 5 no sitio inflamatério, 2 horas apds a injegcdo dos
lipossomas, atingindo um valor maximo de 10,4 no tempo de 8 horas apés a inje¢éo. Para o
processo infeccioso, provocado por injecdo de S. aureus no musculo da pata de

camundongos, os lipossomas radiomarcados permaneceram significativamente retidos no
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local do abscesso quando comparados com o respectivo controle. O abscesso foi
visualizado muito precocemente, no tempo de 30 minutos apds a injegdo dos lipossomas
marcados com ®"Tc-HMPAO, tornando-se mais proeminente com o tempo.

Kirby e Gregoriadis (1984) desenvolveram um método capaz de encapsular uma grande
variedade de materiais em lipossomas com composigao lipidica variavel, com alta eficiéncia
e utilizando condigbes relativamente simples. O procedimento, baseado no uso de
desidratacao e reidratagdo das vesiculas (DRV) para induzir a fusdo de lipossomas pré-
formados é simples de ser feito podendo ser realizado em grande escala. Esse método
consiste em liofilizar os lipossomas SUV (desidratagédo) e, posteriormente, reidrata-los com
uma solugcédo do material a ser encapsulado. O mecanismo que define os eventos durante o
processo de desidratacdo/reidratacdo foi proposto por Deamer e Barchfield (1982): as
vesiculas tornam-se mais concentradas durante a desidratagdo, achatam-se e fundem-se
umas as outras, formando uma camada multilamelar. Com a hidratacéo, vesiculas maiores
sao formadas e 95% das vesiculas alcangcam diametros menores que 1 um apds a
reidratacdo. Porém, o tamanho das vesiculas na escala de microbmetros inviabiliza o método,
pois como citado anteriormente, vesiculas menores sdo requeridas para estudos in vivo.
Zadi e Gregoriadis (2000) propuseram uma modificacdo nesse método, onde a desidratacao
€ realizada na presenca de acucares (glicose ou sacarose) seguida de reidratagéo
controlada com o material a ser encapsulado. Os resultados obtidos mostraram uma
redugdo drastica no didmetro das vesiculas (90 a 200 nm) e o percentual de encapsulagao
permaneceu elevado (> 87%).

No presente trabalho, o método de DRV com as modificagdes sugeridas por Zadi e
Gregoriadis foi empregado para o procedimento de encapsulacdo dos radiofarmacos nos
SpHL.

4 MODELO EXPERIMENTAL DE INFLAMAGCAO

A inducao de processos inflamatérios no musculo da coxa constitui um modelo experimental
de inflamagéo/infecgcdo amplamente utilizado devido a sua reprodutibilidade, facil e rapida
execucao além de ser aplicavel a diferentes espécies de animais como camundongos, ratos
e coelhos (OYEN et al., 2001).
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O modelo de inflamagao asséptica, frequentemente utilizado, é o induzido pela carragenina
na pata de diferentes espécies de animais como camundongos, ratos e coelhos. Esse
modelo foi originalmente proposto por Winter e colaboradores (1962) para a indugéao de
edema de patas de ratos. A carragenina, um polissacarideo sulfatado presente em varias
espécies de algas vermelhas do género Rhodophycae é pouco absorvida apds
administragdo subcuténea e induz resposta inflamatéria local, cuja extensdo apresenta
varias fases no desenvolvimento do edema, com diversos mediadores envolvidos em cada
fase. A medida que a resposta se desenvolve, varias substancias sdo produzidas e
liberadas no sitio inflamatério (DI ROSA, 1972; VINEGAR et al, 1987). Leucécitos
polimorfonucleares é o tipo de célula predominante no infiltrado dentro das primeiras 12
horas apo6s a injecdo da carragenina. Posteriormente, essas células desaparecem e sao
substituidas por células mononucleares, as quais se diferenciam em macréfagos que
predominam até 48 horas ap6s a inducao. Tais células inflamatérias sintetizam e liberam
varios mediadores de inflamacao, dentre os quais estdo o sistema de calicreina-cinina e as
prostaglandinas, que sao responsaveis pelo controle da migracao de neutréfilos para o sitio
inflamatério (TAKESHITA et al., 2004).

J& o0 Zimosan, um polissacarideo insoluvel componente da parede celular do
Saccharomyces cerevisiae, ¢ também comumente utilizado para a indugdo de focos
inflamatérios. Como a carragenina, o Zimosan também promove a migragdo de células
fagocitarias, sendo que os neutrofilos sdo predominantes 12 horas apds a injegdo, com
predominio dos macréfagos em estagios mais tardios. Apesar da similaridade quanto ao tipo
de leucdcitos presentes no sitio inflamatério, 0 mecanismo que promove a neutrofilia é
diferente entre o Zimosan e a carragenina. Em resposta ao Zimosan, a histamina, o fator
ativador de plaquetas (PAF), o sistema de complemento e os leucotrienos séo os principais
mediadores responsaveis pelo influxo celular no foco inflamatério, excluindo as
prostaglandinas. Os estudos realizados por Takeshita e colaboradores (2004) evidenciaram
que a injecao de Zimosan levou a um aumento de duas vezes na contagem de neutréfilos
na corrente sanguinea, 2 horas apés a injecao do agente proé-inflamatério. Paralelamente, o
nuamero de neutréfilos na medula 6ssea diminuiu, identificando-a como, potencialmente, a
maior fonte de neutrofilos para o modelo de Zimosan. Por outro lado, o numero de
neutréfilos ndo sofreu mudancgas significativas na circulagdo ou na medula 6ssea apds a

injecao de carragenina.
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Portanto, a fundamental diferenca entre o Zimosan e a carragenina na inducao de processo
inflamatério € que o primeiro promove um recrutamento de neutréfilos a partir da medula
0ssea o0 que pode explicar o aumento de 2 a 3 vezes no numero de neutréfilos presentes no
foco inflamatério quando comparado a carragenina. Além do mais, os varios mediadores
liberados no processo induzido pelo Zimosan simulam uma condigao mais fisioldgica do que
aquela observada com a carragenina, onde os principais mediadores sdo as prostaglandinas
e o sistema calicreina-cinina (TAKESHITA et al., 2004).

5 CONSIDERACOES FINAIS

O diagnostico preciso da inflamagdo é um desafio cotidiano na pratica médica. O
diagnostico precoce e preciso € importante, pois permite um tratamento precoce e
especifico, 0 que minimiza a morbidade e a mortalidade da inflamag@o. Sdo numerosos os
métodos que se tem aplicado em busca desse objetivo: as provas laboratoriais séo
sensiveis, mas nao especificas. A velocidade de hemossedimentacdo e a dosagem de
proteina C reativa (PCR) sao utilizadas ndo somente para inflamagao/infeccao, mas também
para muitas outras enfermidades. Com relagdo as técnicas de imagem, a radiografia
convencional, a ecografia, a tomografia computadorizada e a ressonancia magnética nuclear
permitem o diagnédstico de inflamacao/infecgdo quando ja existem alteragbes estruturais,
mas ndo sao capazes de diagnostica-las em estagios iniciais. Dentro da medicina nuclear,
alguns radiofarmacos que se encontram disponiveis para tal mostram-se pouco especificos
como é o caso do ¥Ga, outros como os leucécitos radiomarcados com ""'In ou *™Tc
acarretam riscos ao manipulador e ao paciente. Ao longo da década de 90, varios estudos
foram realizados com a proposta de avaliar a habilidade de lipossomas marcados com *™T¢
para identificar processos inflamatérios ou infecciosos por meio da cintilografia. No meio
cientifico, ha uma busca constante por novas formulagdes de lipossomas capazes de serem
marcadas com **"Tc e com potencial uso na detecgao cintilografica de focos inflamatérios.
Além disso, o desenvolvimento de novos radiofarmacos para este fim poderia representar
um grande avanco na area de diagnostico de inflamacao, uma vez que se trata de um
método rapido e de facil execugcdo, ndo necessitando o0 manuseio de sangue e, ainda,
contribuindo para reduzir a taxa de dose de exposicdo do paciente a radiacao ionizante.
Nesse contexto, o desenvolvimento de pesquisas com esses objetivos constituem uma

valiosa contribuicdo a area de diagnéstico de processos inflamatérios.
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1. OBJETIVOS
1.1 Objetivo Geral
Desenvolver radiofarmacos marcados com *™T¢ capazes de identificar foco inflamatério em

modelo experimental de ratos.

1.2 Objetivos Especificos

o Preparar lipossomas pH-sensiveis de circulacdo prolongada e realizar a
caracterizagao fisico-quimica com relacdo ao didmetro, potencial zeta, indice de
polidisperséo e teor de fosfolipides;

o Avaliar o uso de crioprotetores no processo de liofilizagdo dos lipossomas;

o Encapsular os complexos *™Tc-DTPA e *™Tc-Fitato de Sédio nos lipossomas
pH-sensiveis de circulagao prolongada e determinar a eficiéncia de encapsulagao;

o Desenvolver modelo experimental de inflamag&o em ratos machos Wistar;
o Investigar a biodistribuicido dos complexos *™Tc-DTPA e *™Tc-Fitato de Sédio livres
e encapsulados em lipossomas pH-sensiveis de circulagao prolongada nos animais

com foco inflamatério;

o Obter imagens cintiliograficas de qualidade utilizando os radiofarmacos livres e
encapsulados no modelo experimental de inflamacao.



CAPITULO 1

Preparacao e caracterizacao de lipossomas pH-sensiveis de
circulacao prolongada como agente de identificacao de processos

inflamatorios
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CAPITULO 1
1 INTRODUCAO

Vesiculas fosfolipidicas, conhecidas como lipossomas, tém sido usadas para a vetorizagéo e
liberacao controlada de varias drogas bem como de agentes de diagnéstico (ALLEN et al.,
1991). Muitos estudos tém avaliado o uso de SpHL como sistemas de liberacdo de drogas
para o tratamento de tecidos patoldgicos, tais como tumores, areas inflamadas e infectadas,
0s quais apresentam um pH extracelular menor que aquele do tecido normal (CARVALHO
JUNIOR et al., 2007,; CARMO et al., 2007, 2008,; SIMOES et al., 2004). Além disto, os SpHL
sao capazes de extravasar em regides de maior permeabilidade vascular. Desta forma, o sitio
inflamat6rio torna-se um alvo viavel para a utilizacao destes sistemas, pois apresenta ambas
as caracteristicas citadas acima (CARMO et al., 2007, 2008,).

A utilizacdo destes lipossomas é muitas vezes dificultada pela baixa estabilidade em meio
aquoso, uma vez que reagdes de hidrolise assim como fendbmenos de agregacao e/ou fusdo
das vesiculas podem ocorrer de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas das mesmas,
fato este que impede seu armazenamento por longos periodos. Como alternativa para a
referida instabilidade pode-se preparar lipossomas sob a forma liofilizada, e desta maneira
aumentar o tempo de estocagem destas formulagées (CHOW et al.,, 1995; VEMURI et al.,
1995; MOHAMMED et al., 2006).

Neste capitulo estdo relatadas a preparagdo e caracterizagdo de SpHL para fins de
investigacdo de seu potencial como agente de identificacao de processos inflamatérios.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE) foi adquirido da Lipoid GmbH (Ludwigshafen, Alemanha).
Aminopoli(etilenoglicol)sno-diesteraoilfosfatidiletanolamina (aPEG200-DSPE) foi comprado da
Avanti Polar Lipids (Alabaster, EUA). Hemisuccinato de colesterila (CHEMS) foi comprado da
Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Todos os outros reagentes utilizados foram de grau

analitico.

2.2 Lipossomas pH-sensiveis de circulacao prolongada (SpHL)

2.2.1 Preparo dos lipossomas pH-sensiveis de circulacao prolongada (SpHL)

Foram preparados lipossomas contendo aPEGyy-DSPE: DOPE: CHEMS em diferentes
concentracoes lipidicas (20, 40 e 60 mM), empregando-se a metodologia de hidratacdo do
filme lipidico seguido de extrusdo (OLSON et al., 1979). Inicialmente, aliquotas das solucdes
de aPEGyy:-DSPE, DOPE e CHEMS em cloroférmio (razdo molar 0,5:6,5:3,0,
respectivamente) foram transferidas para um baldo de fundo redondo para a formagéo do
filme lipidico pela evaporagcédo do cloroférmio em evaporador rotatorio sob pressao reduzida.
O filme lipidico foi hidratado com solugdo aquosa de NaOH (6 mM). As vesiculas
multilamelares resultantes foram submetidas a extrusédo através de membranas de
policarbonato de 0,4 um; 0,2 um e 0,1 um utilizando um extrusor de média pressao (Figura
10). A formulacao foi submetida a 5 ciclos de extrusdo em cada membrana utilizada.

SO

Figura 10. Extrusor de média presséo (Fonte: Laboratério de Tecnologia Farmacéutica/UFMG)
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2.3 Caracterizacao de SpHL

2.3.1 Diametro das vesiculas e indice de polidispersao

O diametro médio e a distribuicdo do tamanho das particulas foram determinados por
espectroscopia de autocorrelagdo de fétons, utilizando um contador de particulas equipado
com raio laser monocromatico (Zetasizer 3000 HSA — Malvern, Worcestershire, Inglaterra) -
(Figura 11). A analise foi realizada em meio liquido e mediu o raio hidrodindmico das

particulas atribuindo-se teoricamente a elas um formato esférico.

Para a determinagéao do diametro das vesiculas foram utilizados aproximadamente 100 pL de
lipossomas diluidos em 3 mL de agua deionizada até que se obtivesse a contagem adequada
de particulas. Os resultados sdo expressos como média de 10 medidas. O indice de
polidispersdo das vesiculas (IP) foi avaliado pela andlise monomodal. Este indice avalia a
distribuicdo da populacédo de particulas em torno de um didmetro médio das particulas. As
medidas foram efetuadas em temperatura de 25°C e em angulo de 90°.

Figura 11. Equipamento Zetasizer 3000 HSA (Fonte: Laboratério de Tecnologia Farmacéutica/UFMG).

2.3.2 Caracterizacao de SpHL por microscopia eletronica de transmissao

A andlise morfoldgica de SpHL foi conduzida utilizando um microscopio eletrénico (Philips CM
120, 80 Kv). Uma amostra de 100 uL de SpHL (concentragao lipidica total igual a 20 mM) foi
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misturada com igual volume de uma solugdo corante, cuja composicdo estd descrita na
Tabela 1. Uma gota desta mistura foi colocada sobre o suporte (formvar/carbono 200 mesh),
0 excesso de amostra foi removido com auxilio de papel absorvente, e foi mantida em

repouso até secagem.

Tabela 1. Composicao da solugao para contraste utilizada
na microscopia eletrénica de transmissao.

Acido fosfotlingstico (PTA).......cccceurunnee. 209
FENOL.. oo 0,2 mL
SACANOSE...ccii it 0,59
AIDUMING ..o 0,59
Solucédo de NaOH 0,1 N...oooooiiiiiiieeeeeee gs 7,0-7,2
Agua destilada gsp........cceeveveveverceererenan. 100 mL

2.3.3 Potencial zeta

O potencial zeta foi determinado por espalhamento dindmico da luz e analise da mobilidade
eletroforética das vesiculas. As medidas foram feitas em triplicata em aliquotas diluidas 250
vezes, empregando-se 0 equipamento Zetasizer 3000 HSA (Malvern, Worcestershire,
Inglaterra), em temperatura de 25 °C e em angulo de 90°.

2.3.4 Teor de fosfolipides

Para a determinacao do teor de fosfolipides foi utilizado o método de dosagem de fésforo
mineral sugerido por Bartlett (1959), com algumas alteracdes.

Foram adicionados em tubos pyrex 250 uL da solugdo contendo o padrao de fosforo em
diferentes dosagens (1, 2, 3, 4 e 5 ug). Em seguida, foram adicionados 400 uL de uma
solugao de &cido sulfurico 10 N e os tubos foram aquecidos a temperatura de 180-195°C, em
dry-block, durante 30 minutos. Apds resfriamento adicionou-se 500 uL de uma solugéo
aquosa, recentemente preparada, de agua oxigenada 10% (v/v). Os tubos foram aquecidos
novamente a 180-195°C por 30 minutos. Apos resfriamento, 4,6 mL da solugcao de molibdato
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de aménio (2,2 g de molibdato de aménio; 7 mL de H.SO,; dgua g.s.p. 1L) e 0,5 mL de
solugdo aquosa, recém preparada, de acido ascérbico 10% (p/v) foram adicionados aos
tubos. Os frascos foram agitados vigorosamente em vortex e aquecidos a temperatura de
90°C por 20 minutos. Em seguida, as solu¢des foram lidas em espectrofotébmetro utilizando

800 nm como comprimento de onda.

O limite de doseamento do método proposto estd compreendido entre 1 e 5 ug de fésforo,
desta forma as amostras analisadas foram diluidas em agua destilada para que a quantidade
de fésforo estivesse dentro dos limites da curva de calibragéo.

As medidas das amostras e dos padrdes foram realizadas em duplicata e uma nova curva de
calibragdo foi tragada a cada dosagem. As curvas de calibracdo com coeficiente de
correlacao (r) inferior a 0,99 foram rejeitadas.

2.3.5 Avaliacao da influéncia do uso de crioprotetores no processo de liofilizacao de
SpHL.

No processo de liofilizagao foi avaliada a influéncia no didmetro das vesiculas exercida pelos
crioprotetores trealose, sacarose, glicose, manitol e lactose nas proporgdes crioprotetor:
fosfolipide (p/p) iguais a 1:1 e 2:1. A concentracao lipidica total de SpHL empregada foi igual
a 20 mM. De acordo com os resultados obtidos para o didmetro dos lipossomas, foram
selecionados os dois crioprotetores que forneceram as menores vesiculas e, a partir dai,
testado as proporgdes crioprotetor:fosfolipide (p/p) iguais a 3:1, 4:1 e 5:1. Os carboidratos
foram adicionados a 1 mL de SpHL recém formados e apds agitagao em vortex, por 1 minuto,
foram congelados em nitrogénio liquido por 5 minutos. Em seguida, os frascos contendo os
SpHL congelados foram liofilizados por 24 horas. Apds este periodo, os lipossomas foram
reconstituidos com solugéo de NaCl 0,9% (p/v) em quantidade suficiente para obter o volume
inicial e determinou-se o didmetro e o indice de polidispersao das vesiculas.

2.4 Producao do kit liofilizado

Amostras de 1 mL de SpHL juntamente com glicose na proporgao crioprotetor:fosfolipide de
5:1 (p/p) foram adicionadas em frascos de vidro, congeladas em nitrogénio liquido por 5
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minutos e colocadas na camara do liofilizador. O ciclo de liofilizagdo teve duragéo de 24
horas. Apds este periodo, os frascos foram vedados a vacuo e os SpHL liofilizados foram
armazenados em geladeira (4°C). A liofilizagao foi realizada em liofilizador E-C Modulyo,
acoplado a uma bomba Edwards, modelo E2M18FF (Thermo, Waltham, EUA) — (Figura 12).

Figura 12. Liofilizador E-C Modulyo e bomba de vacuo.
(Fonte: Laboratério de Tecnologia Farmacéutica/UFMG)

2.5 Analise estatistica

Todos os resultados obtidos foram apresentados como média + d.p. Os dados foram
analisados estatisticamente por ANOVA one-way e corrigidos pelo teste de comparacao
multipla de Tukey usando o programa GraphPad Prism 5.0. Para todas as andlises adotou-se
o intervalo de confianca de 95%, sendo que as diferengas foram consideradas

estatisticamente significativas quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05 (p< 0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao dos lipossomas

Os valores obtidos para o diametro médio, indice de polidisperséo e potencial zeta dos SpHL
estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Didmetro médio, indice de polidispersao (IP) e potencial zeta de SpHL néo liofilizados.

Concentracao n .
o Diametro (nm) IP Potencial zeta (mV)
lipidica (mM)
20 135,7+2,4 0,16 £ 0,03 13,63 £ 0,89
40 140,5+ 3,2 0,09 £ 0,01 6,25+ 1,81
60 128,3+2,8 0,12+ 0,01 11,61 + 1,51

Valores expressos pela média £ d.p. (n = 3)

O indice de polidispersao (IP) reporta a distribuicdo do didametro das vesiculas dentro da
dispersdo e varia de 0,0 a 1,0 para sistemas totalmente monodispersos e completamente
polidispersos, respectivamente. Logo, as preparagdes apresentaram uma boa
homogeneidade na distribuicdo do didmetro das particulas, como indicado pelo IP.

A microscopia eletrénica de transmissdao mostrou que as vesiculas de SpHL s&o, na sua
maioria, esféricas e oligolamelares (Figura 13). Os valores de didametro de SpHL obtidos por
esta técnica é da ordem de 100 nm. Estes valores sdo menores do que aqueles observados a
partir do emprego da técnica de espectroscopia de autocorrelagéo de fétons. Estes resultados
podem ser explicados em virtude do fato de que com o emprego do método de
espectroscopia de autocorrelacdo de fétons as particulas maiores sdo mais detectadas
devido a sua capacidade de provocar maior espalhamento da luz. Outro ponto a ser
considerado € que com o emprego desta técnica, o raio hidrodindmico € determinado
considerando uma morfologia esférica das particulas, e, no entanto, particulas com aspecto

morfolégico distinto podem estar presentes (WESSMAN et al., 2009).
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Figura 13. Fotomicrografia de SpHL obtida por microscopia eletrénica de transmissao.

Os lipossomas estericamente estabilizados com aPEGyy-DSPE apresentaram valores de
potencial positivos, valores estes semelhante aqueles observados por Zalipsky e
colaboradores (1994) e Carmo e colaboradores (2008,). Segundo Zalipsky e colaboradores
(1994), lipossomas preparados com aPEG0-DSPE, um fosfolipide neutro e zwiteriénico,
apresentam carga superficial positiva devido ao grupo amino que se encontra na porgcao
terminal do polimero e, portanto, no exterior das vesiculas. Em pH neutro este grupo amino
terminal é protonado e, assim, é carregado positivamente. Portanto, apesar da carga global
neutra da molécula de aPEG,q0-DSPE, devido a carga negativa advinda do grupo fosfato e
positiva do grupo amino, a separacgao relativamente grande entre estes grupos proporcionada
pela cadeia do PEG, resulta em uma superficie positiva como demonstrada pelo potencial

zeta.

Em relacdo ao doseamento do fésforo, a linearidade do método de quantificacdo do fésforo
foi demonstrada pelo indice de correlagao igual a 0,9969 = 0,0016. A Figura 14 apresenta
uma das curvas utilizadas. Os valores de teor de fosfolipide de SpHL obtidos estao
apresentados na Tabela 3. De acordo com os resultados obtidos, pode-se verificar que
durante o processo de preparagdo de SpHL houve uma perda de fosfolipides de,

aproximadamente, 20% em relacéo ao valor tedrico.
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Figura 14. Curva de calibracdo para o doseamento de fésforo em SpHL.

Tabela 3. Teor recuperado de fosfolipides de SpHL apds seu preparo pelo método de hidratagdo do
filme lipidico seguido de extrusao.

Concentracao Concentracao Concentracao Teor recuperado (%)
lipidica total (mM) teorica (mM) experimental (mM) P >
20 14 11,9+1,2 84,3+7,4
40 28 22,4+1,5 80,154
60 42 36,329 85,7+6,9

Valores sao expressos pela média = d.p. (n = 3)

3.2 Avaliacao da influéncia do uso de crioprotetores no processo de liofilizacao de
SpHL

A fim de se obter uma preparacdo de SpHL na forma liofilizada foi avaliada a influéncia da
presenca de crioprotetores sobre o diametro das vesiculas, apds a reconstituicdo do pé, para
administracao intravenosa. Os crioprotetores trealose, sacarose, glicose, manitol e lactose
foram selecionados para os ensaios de determinacao de sua eficiéncia frente ao processo de
liofilizagao (Tabela 4).

Na auséncia de crioprotetor, os SpHL apresentaram um diametro médio igual a 726,8 nm
apds a reconstituicdo, com uma distribuicdo de didmetro das vesiculas heterodispersa

(IP = 0,78). Considerando que o objetivo & preparar SpHL para administragdo intravenosa,
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sabe-se que quanto menor o didmetro das vesiculas, maior € o seu raio de curvatura e,
consequentemente, menor € a opsonizagdo (LASIC, 1998). Avaliando-se a populagédo de
vesiculas de diametro inferior a 200 nm, pode-se observar que a mesma, na auséncia de

crioprotetor, representa somente 16,7%.

Com o uso dos crioprotetores, os dados sugerem que a glicose, sacarose e manitol, na
proporcao crioprotetor:fosfolipide (p/p) 2:1, forneceram vesiculas de menor didmetro quando
comparadas com 0s outros crioprotetores utilizados. Portanto, os agucares glicose e sacarose
foram selecionados para os testes com as proporcdes crioprotetor:fosfolipide (p/p) iguais a
3:1;4:1e5:1.

Com base nos dados obtidos, verifica-se que na presenca de glicose como crioprotetor, na
proporcao crioprotetor:fosfolipide (p/p) de 5:1, obteve-se, aproximadamente, 80% das
vesiculas com diametro menor que 350 nm e um sistema monodisperso de acordo o valor de
IP obtido (0,29 + 0,01). O didametro médio das vesiculas pode influenciar nos estudos de
biodistribuicdo, pois se sabe que nas regides de inflamacao e/ou infeccdo o diametro dos
poros dos capilares pode se estender de 100 a 800 nm (SAPRA e ALLEN, 2003).
Consequentemente, é importante que os lipossomas sejam pequenos o suficiente para
extravasar do sangue para o espago intersticial do foco inflamatério passando através dos
capilares. O uso da glicose, na proporcao crioprotetor:fosfolipide (p/p) de 5:1 permitiu um
maior controle do didmetro das vesiculas de SpHL apéds a liofilizagao/reidratagdo como
indicado na Tabela 4. Apesar do aumento significativo, da ordem de 1,6 vezes, do didametro
médio das vesiculas em relacdo a dispersao lipossomal (135,7 + 2,4 nm), 0 mesmo € menor
do que o observado na presenca de sacarose (2,7 vezes) na mesma proporcao 5:1. Com o
uso da sacarose, obteve-se um menor percentual de vesiculas com diametro igual ou inferior
a 350 nm (55,5%) quando comparado com a glicose na mesma proporcao
crioprotetor:fosfolipide (p/p) 5:1. Portanto, a glicose, na propor¢ao crioprotetor:fosfolipide (p/p)
5:1, apresentou melhores caracteristicas de crioprotecao para ser utilizada na preparacao de
kits liofilizados contendo SpHL (SAPRA e ALLEN, 2003; BATISTA et al., 2007).
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Tabela 4. Influéncia da presencga de criprotetores sobre o didmetro e indice de polidispersdo de SpHL
apés processo de liofilizagao.

- indice de Distribuicao do diametro das
Crioprotetor Razéo D’|a.m etro polidisperséo vesiculas (%)
médio (nm)
(IP) <200 nm <350 nm <500nm
Ausente - 726,8 +715 0,78+ 0,04 16,7+6,4 27,7+7,4 41,4 +8,1
1:1 606,2 +4,2 0,77+0,06 16,6+0,1 31,4+52 451 +52
2:1 718,9 £ 43,9 0,68+0,17 54+52 18,2+3,4 343+96
Glicose 3:1 544,7 + 6,1 0,60 £0,01 16,3 £0,1 27,2+0,1 48,4+9,5
4:1 363,9+ 9,7 0,44 +0,04 27,6 £0,1 40,9+0,3 57,3%+0,1
51 212,1+1,8 0,29+£0,01 552+0,1 81,1+£0,1 94,7+0,1
1:1 563,1 17,7 0,25 + 0,04 53+53 216+85 40,6 +1,1
Manitol
2:1 965,3 + 50,1 0,46+0,09 89+01 22,1+7,9 413%0,1
1:1 539,4 + 30,2 050+0,03 8,7+x01 27,2+0,1 483+95
Trealose
2:1 1002,6 + 53,9 0,22 + 0,01 0,000 1,1+0,7 6,1+3,1
1:1 565,6 + 3,6 0,67+ 0,07 88+02 274+03 41,1 +0,3
2:1 909,8+101,9 0,35+0,02 06+01 79+08 194+95
Sacarose 3:1 470,3 + 36,2 0,74+0,12 22,1+8,1 34,3+9,1 56,1+0,3
4:1 403,8 + 1,06 0,75+0,03 27,6+0,1 41,3+0,1 56,2+0,1
5:1 369,1 + 8,71 0,41+0,01 16,2+0,1 555+0,3 69,8+0,1
1:1 663,0 + 28,1 0,78+0,03 89+0,1 222+7.8 41,3%0,1
Lactose
2:1 960,4 + 24,9 0,23 + 0,06 09+12 46+58 10,2+8,9

Valores séo expressos pela média = d.p. (n = 3)

3.3 Producao do kit liofilizado de SpHL

O processo de liofilizagao utilizado foi capaz de fornecer um produto liofilizado compacto
como pode ser visto na Figura 15.
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Figura 15. A — Disperséao coloidal de SpHL; B — SpHL liofilizados

O emprego de crioprotetor, em especial a glicose, foi de extrema importancia para o controle
do diametro das vesiculas apds o processo de liofilizagdo/reidratacdo. Apesar de uma
consideravel proporgao das vesiculas de SpHL (81%) apresentar diametro inferior a 350 nm
com o uso da glicose na proporgao crioprotetor:fosfolipide (p/p) 5:1, convém avaliar a
estabilidade de SpHL sob a forma liofilizada em diferentes temperaturas de armazenamento,
levando-se em consideracao as alteracoes que podem ocorrer no seu diametro e no teor de
encapsulagdo do material desejado. Esta avaliacdo de estabilidade foi realizada e sera
abordado no capitulo 2.

4 CONCLUSAO

A partir dos estudos realizados, pode-se concluir que os SpHL liofilizados preparados com o
emprego de glicose como crioprotetor [razdo crioprotetor:fosfolipide (p/p) igual a 5:1]

apresentam didmetro médio adequado para os estudos subsequentes em animais.



CAPITULO 2

Estudos de biodistribuicao e imagens cintilograficas dos
radiofarmacos *"Tc-DTPA e *™Tc-Fitato de Sédio, livres e
encapsulados em lipossomas pH-sensiveis, de circulacao
prolongada, em modelo experimental de inflamacao
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CAPITULO 2

1 INTRODUGCAO

A medicina nuclear por meio da cintilografia permite a identificacdo de processos
inflamato6rios em varias partes do corpo mediante a administragédo intravenosa de substancias
radiomarcadas e pela deteccao da radioatividade emitida usando uma camara de cintilagéo a
raios gama (gama camara). Em geral, a sensibilidade dessa técnica permite a deteccdo de
processos fisiopatoldégicos no estagio inicial, antes do desenvolvimento de alteragdes
anatbmicas que sao identificadas por técnicas radiograficas convencionais, e antes dos
sintomas clinicos da doenca (SIGNORE et al., 2002).

Nas duas Ultimas décadas, alguns radiofarmacos foram desenvolvidos para aplicagdo no
diagnéstico por cintilografia de inflamagéo e infeccéo, sendo o citrato de ®’Ga e os leucécitos
autélogos marcados com ""'In ou *™Tc os agentes de imagem mais usuais na clinica médica.
O *”Ga tem sido usado para identificar processos inflamatérios e infecciosos por mais de trés
décadas, mas apresenta uma baixa especificidade e expde o paciente a doses mais elevadas
de radiacao. Além disso, as imagens sao obtidas com 18 a 72 horas apds sua administracao
(CHIANELLI et al., 1997; LOVE e PALESTRO, 2004). O uso dos leucécitos marcados com
¥m™Tc, mesmo sendo considerado a técnica de escolha na medicina nuclear para imagem de
inflamacéo e infeccao, envolve um longo periodo de preparacao do radiofarmaco além de
manusear sangue potencialmente contaminado o que limita seu uso (CORSTEN e VAN DER
MEER, 1999; LOVE e PALESTRO, 2004; RENNEN et al., 2005). Assim, existe uma constante
busca por novos radiofdrmacos que possibilitem a identificagdo de focos inflamatérios de
forma rapida com alta sensibilidade e especificidade, ndo apresentando as desvantagens dos
radiofarmacos comumente usados (LAVERMAN et al., 1999; LOVE e PALESTRO, 2004; VAN
EERD et al., 2005).

SpHL marcados com *"Tc-HMPAO, compostos de DOPE, CHEMS e um polimero hidrofilico
ligado a uma molécula de fosfolipide (MPEG2000-DSPE) foram investigados como agentes de
imagem para identificagdo de processos inflamatorios e infecciosos (CARMO et al., 2008,
2007). Os lipossomas pH-sensiveis sao planejados para promover uma eficiente liberagao do
agente encapsulado em resposta ao baixo pH de um tecido patoldgico, tais como éareas
inflamadas e infectadas (SIMOES et al., 2004). Dessa forma, eles sdo potenciais candidatos
para preparagao de radiofarmacos para auxiliar no diagnéstico de processos inflamatorios e
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infecciosos. Os estudos realizados por Carmo e colaboradores (2007, 2008,) evidenciaram
que os SpHL marcados com *™Tc-HMPAO representam uma importante ferramenta na
identificacdo de focos inflamatérios e infecciosos, sendo capazes de localizar as lesées em
tempos curtos e de forma eficiente. Porém, o HMPAO encontra-se indisponivel em todo o
pais. Logo, torna-se necessario a busca de novos marcadores e, também, o desenvolvimento

de uma formulacao liofilizada, mais estavel, que possa ser faciimente marcada com o *™Tc.

1.1 Radiofarmaco *™Tc-DTPA

O 4cido dietilenotriaminopentacético marcado com tecnécio-99m (*"Tc-DTPA) é um
radiofd&rmaco hidrofilico capaz de ser eliminado rapidamente do organismo na sua forma livre.
E mais comumente utilizado em estudos de funcdo renal por ser quase totalmente filtrado
pelos glomérulos renais quando injetado por via intravenosa (THRALL e ZIESSMAN, 2001).
O seu clearance plasmatico é rapido (70 min para humanos), apresentando meia-vida
biol6gica de aproximadamente 2 horas. Liga-se as proteinas plasmaticas de 5% a 10% em 1
hora e 90% da quantidade injetada é excretada dentro de 24 horas (SAHA, 2004; KORNYEI e
ZOLLE, 2007). Segundo Abdel Dayem e colaboradores (1988) o *™Tc-DTPA pode
acumular-se em lesdes inflamatorias do trato intestinal e poderia ser utilizado para localizar
focos de sangramento. Um aumento da captacdo do radiotragador pode ser visto nos
segmentos afetados do intestino imediatamente apds a injecao em “bolus”, persistindo por
horas. Porém, atualmente, sabe-se que para a localizagcdo de sangramentos o radiofarmaco
de escolha s&o as hemacias marcadas com *™Tc e, para lesbes inflamatérias do intestino os
leucécitos marcados com **"Tc-HMPAO séo considerados “padrao ouro” para tal diagnéstico
(ABDEL DAYEM et al., 1988; THRALL e ZIESSMAN, 2001; MOTA et al., 2010; CARDOSO et
al., 2002).

1.2 Radiofarmaco *™Tc-Fitato de Sodio

O Fitato de Sodio foi introduzido por Subramanian em 1973 para estudos da atividade
fagocitaria do figado e medula éssea. O agente preparado com a adi¢cao de pertecnetato de
sodio em um kit liofilizado contendo &cido fitico e cloreto estanoso forma uma solugéo limpida
e ndo coloidal de Fitato de Sédio marcado com *™Tc (*"Tc-Fitato de Sédio). Esse

radiofarmaco ao ser injetado livre na corrente sanguinea age como uma microparticula
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circulante (coléide), insoluvel, pela interagdo com o calcio e metais pesados catidnicos do
sangue, sendo rapidamente removido da circulagcdo pelo sistema fagocitario mononuclear
(SFM) — (ABBAS et al., 1978; SEOK et al., 2010). O cation é lentamente conjugado e
secretado na vesicula biliar. Em pacientes normais, 85% da dose administrada é captada
pelo figado, enquanto que no bago e na medula éssea acumulam 7% e 5%, respectivamente.
O mecanismo regido é o sequestro pelas células de Kupffer do figado e pelos macréfagos do
baco e medula 6ssea (ZOLLE, 2007).

Assim, neste trabalho, desenvolveu-se novos radiofarmacos tendo como base SpHL,
liofilizados na presenga de glicose como crioprotetor [proporg¢ao agucar:fosfolipide (p/p) 5:1] e
marcados com *™Tc-DTPA ou *™Tc-Fitato de Sédio. A capacidade desses radiofarmacos de
identificar, por meio de imagens cintilograficas, focos inflamatérios foi avaliada em modelo

experimental empregando as formas livre e encapsulada em SpHL.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

DOPE foi adquirido pela Lipoid GmbH (Ludwigshafen, Alemanha) enquanto que o
aPEG0-DSPE foi comprado da Avanti Polar Lipids (Alabaster, EUA). CHEMS e Zimosan
foram comprados da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha).

O *™T¢ foi obtido de um gerador de *Mo/®"Tc (IPEN, Sao Paulo, Brasil). O DTPA foi
adquirido do Laboratério de Farmécia Nuclear da Faculdade de Farmacia da UFMG enquanto
que o Fitato de Sddio foi comprado do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN).
Todos os outros reagentes foram de grau analitico.

Os ratos Wistar, machos, foram fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Farméacia da UFMG
e mantidos no Laboratério de Radiois6topos da mesma faculdade durante o periodo dos
experimentos, sem restricdo de agua e racao.

Todos os experimentos realizados em animais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFMG (CETEA), n® protocolo: 280/2008 (Anexo 4).
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2.2 Métodos
2.2.1 Preparo dos lipossomas

Inicialmente, aliquotas das solugbes de aPEGyy0-DSPE, DOPE e CHEMS em cloroférmio
(concentracao lipidica de 20 mM; razdao molar 0,5:6,5:3,0, respectivamente) foram
transferidas para um baldo de fundo redondo e um filme lipidico foi formado pela evaporacao
do cloroférmio em um rotavapor (Buchi Labortechnik AG CH-9233, modelo R-210, acoplado a
uma bomba de vacuo de mesma marca, modelo V-700; Flawil, Sui¢ca) sob presséo reduzida.
O filme lipidico obtido foi hidratado com solugédo aquosa de NaOH (6 mM), obtendo-se os
lipossomas brancos. As vesiculas multilamelares resultantes foram submetidas a extrusdo em
membranas de policarbonato de 0,4 um, 0,2 um e 0,1 um (cinco ciclos para cada membrana)
utilizando um extrusor de média pressao (Lipex Biomembranes Inc., Vancouver, Canada).

O diametro médio e a distribuicdo do tamanho dos SpHL brancos foram determinados pela
andlise monomodal por espectroscopia de correlacao de fétons, a 25°C a um angulo de 90°.
A medida do diametro foi realizada em triplicata usando o equipamento Zetasizer (Zetasizer
3000 HSA — Malvern, Inglaterra). As amostras foram diluidas usando salina a 0,9% (p/v).

Os SpHL foram liofilizados na presenga de glicose como crioprotetor [relacdo
crioprotetor:fosfolipide (p/p) 5:1] por um periodo de 24 horas e, em seguida, lacrados e
acondicionados em geladeira (4°C).

2.2.2 Procedimento de marcacao
2.2.2.1 Marcacio do DTPA com *™T¢

Um frasco contendo 1,25 mg de DTPA e 0,085 mg de SnCl,.2H,O foi marcado com
Na*™TcO, de acordo com as instrugdes do fabricante. A pureza radioquimica foi determinada
por cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando-se silica gel 60 como suporte,
acetona e NaCl 0,9% (p/v) como solventes (SAHA, 2004).
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2.2.2.2 Marcacio do Fitato de Sédio com *™Tc

Um frasco contendo 20 mg de Fitato de Sédio e 1 mg de SnCl,.2H,O foi marcado com
Na*™TcO, de acordo com as instrugdes do fabricante. A pureza radioquimica foi determinada
por cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando-se silica gel 60 como suporte,
acetona e NaCl 0,9% (p/v) como solventes.

O coeficiente de particio do **"Tc-Fitato de Sédio foi avaliado em uma mistura de
octanol/agua na razao de 1:1 (v/v). Uma aliquota de 0,1 mL da solu¢do contendo 0,37 MBq
do complexo *™Tc-Fitato de Sédio foi colocada em um tubo de ensaio contendo 2 mL da
mistura octanol/agua, em seguida, o tubo foi agitado em vortex por 3 minutos e deixado em
repouso até a completa separacao das fases. Recolheram-se aliquotas de 0,5 mL de cada
fase (octanol e agua) e determinou-se a atividade presente na fase organica e na fase
aquosa. O coeficiente de particao foi determinado pela seguinte férmula:

cpm ( fase orgdnica)

Coeficiente de particdo = log
cpm ( fase aquosa)

onde: cpm = contagens por minuto

2.2.2.3 Marcacao dos SpHL com *™Tc-DTPA ou *™Tc-Fitato de Sédio

Os lipossomas marcados foram obtidos utilizando-se 0 método de desidratagao/reidratagcao
de lipossomas (DRV) descrito por Kirby e Gregoriadis (1984) com as modificagdes sugeridas
por Zadi e Gregoriadis (2000). Os SpHL liofilizados contendo glicose como crioprotetor
[relagéo crioprotetor:fosfolipide (p/p) 5:1] foram reconstituidos com uma solugdo de NaCl
0,9% contendo o *™Tc-DTPA ou *"Tc-Fitato de Sédio em quantidade suficiente para a
recuperacao do volume inicial. Em seguida, a dispersao coloidal de SpHL foi submetida a
agitacdo em vortex por 3 minutos. Imediatamente apdés a ressuspensdo, os SpHL
radiomarcados foram submetidos a ultracentrifugacédo (150000 g, por 90 minutos a 4°C). A
porcentagem de encapsulacdo de cada radiofarmaco foi determinada pela quantificacao da
atividade presente no sobrenadante e no pellet de SpHL formado apds a ultracentrifugacao

segundo a férmula abaixo:
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cpm (pellet) < 100

9 encapsulacdo =
cpm (pellet) + cpm (sobrenadante)

Ap6s a marcagdo dos SpHL com *™Tc-DTPA (SpHL-*"Tc-DTPA) ou *™Tc-Fitato de Sédio
(SpHL-*"Tc-Fitato de Sédio) o potencial zeta das vesiculas foi medido seguindo o mesmo
procedimento citado no item 2.3.3 do capitulo 1.

Utilizando SpHL na concentracdo lipidica de 20 mM, avaliou-se a quantidade do
radiofarmaco adsorvido na membrana das vesiculas. Os SpHL liofilizados foram
reconstituidos com 0,8 mL de solugao de NaCl 0,9 % (p/v) e a disperséo foi agitada em vortex
por 3 minutos. Em seguida, adicionou-se a solugéo contendo o complexo *"Tc-DTPA ou
%™Tc-Fitato de Sédio em quantidade suficiente para a recuperagéo do volume inicial e, em
seguida, os SpHL foram submetidos a ultracentrifugagdo (150000 g, 90 minutos, 4°C). A
radioatividade presente no pellet formado apds a centrifugagéo foi considerada como o
percentual de farmaco adsorvido a superficie da membrana.

O valor real de encapsulacdo para ambos os radiofarmacos (**"Tc-DTPA e *™Tc-Fitato de
Sodio) foi determinado pela diferenca entre o percentual obtido na encapsulagao total menos
o valor obtido quando o radiofarmaco estava adsorvido a membrana.

2.2.3 Teor e eficiéncia de encapsulacao

Para a determinagdo do teor e eficiéncia de encapsulagdo foram testados SpHL com
concentracdes lipidicas de 20, 40 e 60 mM. A metodologia utilizada foi a mesma para todas
as concentragdes lipidicas avaliadas.

Os SpHL foram preparados como descrito no item 2.2.1 e, em seguida, foi realizada a
dosagem de fosfolipides para cada concentragdo lipidica determinada utilizando o método
descrito por Bartlett (1959). Em seguida, as vesiculas foram marcadas com *"Tc-DTPA,
como descrito no item 2.2.2.3 e calculado o teor de encapsulagao do radiofarmaco.
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2.2.4 Perfil de liberacao

Aliquotas de 41 pL de SpHL-*"Tc-DTPA ou SpHL-*"Tc-Fitato de Sédio, purificados em
ultracentrifuga, foram diluidas em 3 mL de plasma de rato e incubadas a 37°C sob agitacao
constante. Apds os tempos de 2, 4 e 8 horas aliquotas de 400 pL foram retiradas e
adicionadas em filtros AMICON® (10 kDa). Os filtros foram acoplados a eppendorfs e
centrifugados (14000 g) por 30 minutos. Determinou-se a quantidade de atividade presente
no liquido filtrado e no filtro. A atividade radioativa retida no filtro foi considerada como sendo
os SpHL radiomarcados e considerou-se como radiofarmaco liberado a atividade presente no
filtrado. O percentual (%) de liberacao foi determinado pela seguinte equacao:

cpm ( filtrado)
cpm ( filtro) + cpm( filtrado)

% liberado =

2.2.5 Estudos de estabilidade do kit de SpHL liofilizados contendo glicose como

crioprotetor [relacao crioprotetor (p/p) 5:1]

Foram produzidos trés lotes de SpHL, sendo que, 50% dos frascos de cada um dos lotes
foram armazenados em geladeira a 4°C e o restante a temperatura ambiente (TA). Apos os
tempos de 0, 30, 60, 90, 120 e 180 dias o liofilizado foi reconstituido com uma solugéo
contendo o complexo *"Tc-DTPA ou *™Tc-Fitato de Sédio. Os SpHL radiomarcados foram
ultracentrifugados e o percentual de encapsulagao foi calculado com descrito no item 2.2.2.3.
Foram determinados também o di@metro médio e indice de polidispersdo das vesiculas,
como descrito, respectivamente, no item 2.3.1 do capitulo 1. As andlises foram realizadas em
triplicata tanto para as amostras armazenadas a 4°C como em TA para cada radiofarmaco
testado.

2.2.6 Depuracao plasmatica em animais sadios

Aliquotas de 0,1 mL dos radiofarmacos livres (*"Tc-DTPA ou *™Tc-Fitato de Sédio) e dos
SpHL radiomarcados (SpHL-*"Tc-DTPA ou SpHL-*"Tc-Fitato de Sédio) foram injetadas na
veia caudal de ratos machos Wistar. Foi realizada uma incisdo na cauda dos animais e o

sangue foi coletado, em tubos previamente pesados, nos tempos de 1, 3, 5, 10, 15, 30, 45,
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60, 90 e 120 minutos apds a administracdo dos radiofarmacos. Os tubos foram pesados e
levados ao contador gama (PerkinElmer Wallac Wizard 1470-020 Gamma Counter,
PerkinElmer Inc., Waltham, EUA) — (Figura 16) para determinacao da radioatividade. Uma
atividade padrdo contendo a mesma quantidade de radioatividade injetada nos animais foi
contada simultaneamente em um tubo separado, para corrigir os calculos pelo decaimento
fisico do *™Tc. Os resultados foram expressos em percentual da dose injetada por grama de
sangue (%Dl/g).

Figura 16. Contador de radiagdo gama — Wizard.
(Fonte: Laboratério de Radioisétopos/UFMG)

2.2.7 Modelo animal de inflamacao

O foco inflamatério estéril foi induzido no musculo da pata anterior esquerda de ratos machos
Wistar, pesando entre 180 e 220 g (Faculdade de Farmécia, Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte, Brasil), por injecdo intramuscular de 0,2 mL de suspensdo de
Zimosan a 5% (p/v). No musculo da pata anterior direita, foram injetados 0,2 mL de solugéao
estéril de NaCl a 0,9% (p/v) (BARRETO et al., 2005). Transcorridas 24 horas da injegao da
suspensdao de Zimosan, quando o intumescimento do mdsculo era aparente, 0s
radiofarmacos *™Tc-DTPA, SpHL-**"Tc-DTPA, #*™Tc-Fitato de Sédio e SpHL-*"Tc-Fitato de

Sddio foram injetados na veia caudal dos animais.
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Todos os protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica para Experimentagdo Animal
(CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais (Anexo 4) e estdao de acordo com o guia
para o cuidado e uso de animais de laboratério recomendado pelo Institute of Laboratory
Animal Resources.

2.2.8 Estudos histopatoldgicos

Amostras de tecido do musculo inflamado e do musculo contralateral normal foram retiradas
24 horas apo6s a inducao do foco inflamatério para exames histopatolégicos. O material foi
fixado em formalina tamponada* durante 24 horas e, posteriormente, processado para
inclusdo em parafina e emblocado. Secgdes histoldégicas de 4 um foram coradas com
Hematoxilina-Eosina (HE) para avaliagdo morfoldgica.

* Formalina tamponada: aldeido férmico (37-40%) 100ml; fosfato monossodico 4g; fosfato
bisédico 4,5¢g; agua destilada 900ml.

2.2.9 Estudos de biodistribuicio dos radiofarmacos livres (**"Tc-DTPA,
%MTc-Fitato de Soédio) e dos SpHL radiomarcados (SpHL-*"Tc-DTPA,
SpHL-*"Tc-Fitato de Sédio) em animais com foco inflamatoério

Apbs 24 horas da inducéo do foco inflamatério 3,7 MBq de **™Tc-DTPA, SpHL-*"Tc-DTPA,
¥™Tc-Fitato de Sédio e SpHL-*"Tc-Fitato de Sédio foram injetados na veia caudal dos ratos,
sendo 5 animais para cada grupo. Em tempos pré-estabelecidos (2, 4 e 8 h) apds a
administragdo dos radiofarmacos, os animais foram anestesiados com uma mistura de
xilazina (8 mg/kg) e cetamina (60 mg/kg) e depois sacrificados. Foram retirados uma aliquota
do sangue, o figado, o bago, os rins, 0 musculo inflamado (esquerdo) e o musculo controle
(direito), lavados com agua destilada, secos em papel de filiro e pesados. Em seguida, a
quantidade de radioatividade de cada 6rgao e dos musculos foi medida em um contador de
radiacdo gama programado para detectar fétons y com energia de 140 keV + 10%, referente
ao ¥™Tc. Uma amostra padréo contendo a mesma quantidade de radioatividade injetada nos
animais foi contada simultaneamente em um tubo separado, para corrigir os célculos pelo

decaimento fisico do **™Tc e para calcular a captagéo do radiofarmaco em cada 6rgéo. Os
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resultados foram expressos como porcentagem da dose injetada por grama de tecido
(% DI/g), calculados pela seguinte equagao:

cpm/ g de tecido

% DI/ g = x 100

cpm/ g da atividade padrao

2.2.10 Imagens cintilograficas dos radiofarmacos livres (gngc-DTPA,
%mTc-Fitato de Soédio) e dos SpHL radiomarcados (SpHL-*"Tc-DTPA,
SpHL-*"Tc-Fitato de Sédio) em animais com foco inflamatoério

O ¥"T¢-DTPA, SpHL-*"Tc-DTPA, *™Tc-Fitato de Sodio e SpHL-*"Tc-Fitato de Sédio foram
injetados na veia caudal de ratos machos Wistar (n=3) os quais apresentavam sitio de
inflamagao asséptica [Zimosan a 5%(p/v)] no musculo da pata anterior esquerda e injecao de
NaCl a 0,9% (p/v) no musculo da pata anterior direita, utilizada como musculo controle. Nos
tempos de 2, 4 e 8 horas apos a injegao dos radiofarmacos, os animais foram anestesiados
com uma mistura de xilazina (8 mg/kg) e cetamina (60 mg/kg), colocados em decubito dorsal
sob uma gama camara (Nuclide™ TH 22, Mediso, Hungria) — (Figura 17) equipada com um
colimador de baixa energia e alta resolugdo. Utilizou-se uma janela de + 10% centrada em
140 keV e as imagens foram obtidas (300.000 contagens) e, armazenadas, em uma matriz de
256 x 256 pixels. As analises quantitativas das imagens foram realizadas conforme descrito
por Diniz e colaboradores (2008). As imagens foram analisadas determinando-se a
radioatividade nas regides de interesse (ROIs) pelo delineamento ao redor da area alvo
(musculo inflamado) e da area ndo alvo (musculo contralateral), obtendo-se desta forma, a

relacdo alvo/nao alvo.



81

Figura 17. Gama camara Nuclide™ TH 22, Mediso
(Fonte: Laboratério de Radioisétopos/UFMG)

2.3 Andlise estatistica

Todos os resultados obtidos foram apresentados como média + desvio padréo (d.p.) Os
dados foram analisados estatisticamente pelo teste t e/ou por analise de variancia (ANOVA)
one-way, corrigidos pelo teste de comparacdo mdltipla de Tukey usando o programa
GraphPad Prism 5. Para todas as analises adotou-se o intervalo de confianca de 95%, sendo
que as diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p foi

menor ou igual a 0,05 (p< 0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacdo dos SpHL-*"Tc-DTPA

A pureza radioquimica do *™Tc-DTPA encontrada foi maior que 96% em todas as marcagées
efetuadas, ou seja, no minimo 96% dos atomos de *™Tc¢ se ligaram as moléculas de DTPA.
Segundo Saha (2004) no radiofarmaco *™Tc -DTPA o estado de oxidagdo do *"Tc é +4 e a
pureza radioquimica obtida é, geralmente, maior que 95%. Portanto, a eficiéncia de marcacao
do radiofarmaco esta dentro dos parametros determinados na literatura.

O didmetro médio e o indice de polidispersdo dos SpHL brancos obtidos pelo método de
hidratagdo do filme lipidico seguido de extrusdo foram, respectivamente, 122,7 £ 5,6 nm e
0,09 + 0,02 (n=5). Apobs a liofilizacdo na presenca de glicose como crioprotetor [proporcéao
crioprotetor:fosfolipide (p/p) 5:1] e a reconstituicdo do pé seco com *"Tc-DTPA obtendo-se
os SpHL radiomarcados, o didametro médio e o indice de polidispersdo das vesiculas
lipossomais, foi de 207,4 + 8,5 nm e 0,29 + 0,01 (n=5), respectivamente, mostrando uma boa
homogeneidade do sistema. Diante desses resultados, nota-se que a glicose foi capaz de
manter as vesiculas com tamanho adequado para o uso na identificacdo de focos
inflamatérios. O didametro pequeno (< 500 nm) dos lipossomas € importante para o seu
extravasamento da corrente sanguinea numa regido caracterizada por um maior fluxo
sanguineo e um aumento da permeabilidade vascular, como ocorre na regidao inflamada
(LASIC, 1998; YUAN et al, 1995; CROMMELIN et al., 1999; ERDOGAN et al., 2000). Ao
contrério, lipossomas grandes ndo se acumulam em sitios inflamatérios uma vez que sao

rapidamente retirados da circulagao pelos 6rgaos do SFM (OYEN et al., 1996).

A porcentagem de encapsulagdo do *™Tc-DTPA nos SpHL foi de 10,65 + 2,15% (n=5),
utilizando o método de desidratacao/reidratacdo. Para os SpHL de 20 mM foi realizada a
quantificagdo do complexo adsorvido na membrana das vesiculas. Os resultados mostraram
um teor de adsorgéo de 4,88 = 0,56%. Desta forma, foi possivel determinar que o valor real
de encapsulacdo do complexo *™Tc-DTPA nos SpHL foi igual a 5,77%.

Segundo Kirby e Gregoriadis (1984) o método de desidratacdo/reidratacdo € capaz de
fornecer teores de encapsulacao em torno de 40 a 50%. Porém, Phan e colaboradores (2005)
encontraram um porcentual de encapsulacdo do *"Tc-DTPA em lipossomas de,
aproximadamente, 7%. Portanto, a porcentagem de encapsulacdo obtida nesse trabalho,
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mostrou-se préxima aos valores encontrados na literatura. Vale ressaltar que a cintilografia é
um exame baseado no rastreamento da radioatividade injetada, logo, a quantidade de
%"Tc-DTPA presente nos SpHL foi suficiente para a visualizagdo do foco inflamatério,
permitindo a sua localizagéo e extensédo conforme pode ser observado na Figura 30.

O potencial zeta dos SpHL-*"Tc-DTPA apresentou um valor de 13,60 + 0,43 mV (n=3), ndo
apresentando diferenga estatisticamente significativa quando comparado com o potencial
zeta dos SpHL brancos (13,63 £ 0,89 mV), conforme dados da Tabela 2, item 3.1 do capitulo
1. Esses dados indicam que a encapsulacdo do *™Tc-DTPA nos SpHL contendo
aPEG000-DSPE/DOPE/CHEMS nao afetou a sua carga superficial, mantendo-a em um valor
positivo, conforme relatado por Zalipsky e colaboradores (1994).

3.2 Caracterizacdo dos SpHL-**"Tc-Fitato de Sodio

O radiofarmaco *"Tc-Fitato de Sédio apresentou uma pureza radioquimica média de 92%
para todas as marcagdes realizadas. Segundo dados de marcagao desse produto pelo IPEN,
a pureza radioquimica obtida é em torno de 90%. Portanto, a eficiéncia de marcagédo do
radiofarmaco esta dentro dos pardmetros determinados pelos fabricantes.

O teor de encapsulagdo do **"Tc-Fitato de Sédio nos SpHL foi de 14,43 + 3,08% (n=5),
utilizando o método de desidratacao/reidratagdo. Para os lipossomas de 20 mM foi realizada
a quantificacdo do complexo adsorvido na membrana das vesiculas. Os resultados
mostraram um teor de adsorcao de 6,25 + 0,66%. Desta forma, foi possivel determinar que o
valor médio de encapsulagio do complexo *"Tc-Fitato de Sodio nos SpHL foi igual a 8,18%.

O coeficiente de parti¢cdo foi determinado em triplicata, utilizando os solventes octanol e agua,
e o complexo ®™Tc-Fitato de Sédio apresentou valores inferiores a zero (-2.82 + 0.32)
sugerindo carater hidrofilico para o composto formado. Portanto, a encapsulagéo na cavidade
aquosa dos SpHL é viavel utilizando-se o método de desidratagao/reidratacdo. Nao foi
encontrado na literatura estudos que utilizam SpHL marcados com *™Tc-Fitato de Sédio, no
entanto, pode-se considerar o teor de encapsulagdo (8,18%) como satisfatério para os
estudos de biodistribuicdo e para a obtencao de imagens cintilograficas em animais com foco

inflamatério.
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O diametro médio, o indice de polidispersdo e o potencial zeta dos lipossomas brancos
obtidos pelo método de hidratagcdo do filme lipidico seguido de extrusdo e dos SpHL
liofilizados na presenca de glicose como crioprotetor [proporgao crioprotetor:fosfolipide (p/v)
5:1] e marcados com *™Tc-Fitato de Sédio, podem ser vistos na Tabela 5.

Tabela 5. Diametro, distribuicdo do diametro das vesiculas, IP, e potencial zeta dos SpHL brancos e
marcados com *"Tc-Fitato de Sodio.

Parametros analisados SpHL-brancos SpHL-*"Tc-Fitato de Sédio
Diametro (nm) 121,1 £ 3,5* 293,1+10,4*
Distribuicao do <200 nm 99,7 + 3,2 479+8,4
diametro das <350 nm 99,3+0,2 80,3 + 8,1
vesiculas (%) <500 nm 99,9 +0,1 93,4+25
indice de polidispersao (IP) 0,09 +0,03 0,39 + 0,01
Potencial zeta (mV) 13,63 £ 0,89 14,56 + 0,28

Valores sdo expressos pela média + d.p. (n = 3). *Indica uma diferenga estatisticamente significativa
entre as duas formulacdes (Teste de Tukey, p <0,05).

Apdés a liofiizagdo na presenca de glicose como crioprotetor [proporcao
crioprotetor:fosfolipide (p/p) de 5:1] e a reconstituicdo do p6 seco com *™Tc-Fitato de Sédio
obtendo-se os SpHL radiomarcados, o didmetro médio e o indice de polidispersao das
vesiculas lipossomais foram de 293,1 £ 10,4 nm e 0,39 + 0,01 (n=3), respectivamente. O
sistema ndo pode ser considerado monodisperso de acordo com o valor de IP encontrado.
Estudos tém demonstrado que os lipossomas de circulagdo prolongada podem ser
passivamente direcionados para varios tumores e sitios inflamatérios e/ou infecciosos, pelo
fato de circularem por maior tempo e extravasar nos tecidos com permeabilidade vascular
elevada (CARVALHO-JUNIOR et al. 2007,; LAVERMAN et al., 2001; ERDOGAN et al., 2000;
BOERMAN et al, 1995; BOERMAN et al., 1997; OYEN et al, 1996; GOINS et al., 1993;
BAKKER-WOUDENBERG et al., 1993). Regides de infecgao e inflamagao tém capilares com
permeabilidade aumentada e o didmetro dos poros desses capilares pode se estender de 100
a 800 nm (BATISTA et al., 2007). Estudos realizados por Lasic (1998), Yuan e colaboradores
(1995) mostraram que nanoparticulas com didmetros menores ou iguais a 500 nm podem
extravasar-se e serem acumuladas em regides com aumento da permeabilidade vascular.
Portanto, os resultados obtidos evidenciaram uma porcentagem consideravel de
SpHL-*"Tc-Fitato de Sédio com didmetros menores que 350 nm (80%), permitindo o seu
extravasamento pelos poros capilares. Essa porcentagem de vesiculas radiomarcadas pode
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ser considerada suficiente para que o acumulo no sitio inflamatério seja visualizado nas
imagens cintilograficas.

O potencial zeta dos SpHL-*"Tc-Fitato de Sédio encontrado (14,56 *+ 0,28 mV) nao
apresentou diferenga estatisticamente significativa em relagdo aos SpHL brancos
(13,63 + 0,89 mV), mostrando que a encapsulacdo do **"Tc-Fitato de Sédio nas vesiculas
contendo o lipide aPEGyy0-DSPE mantém a carga superficial positiva, conforme estudos
realizados por Carmo e colaboradores (2008).

3.3Teor e eficiéncia de encapsulacao

Os testes realizados para avaliar o teor de encapsulagdo mostraram que a quantidade de
%™Tc-DTPA encapsulado em SpHL aumentou ligeiramente com o aumento da concentragao
lipidica de 20 para 40 mM e diminuiu discretamente na concentragdo de 60 mM. Porém,
essas alteragbes ndo foram estatisticamente significativas, mostrando que o teor de
encapsulagao para este radiofarmaco, provavelmente, tendera a atingir um limite maximo, em
aproximadamente 12%, conforme observado na Figura 18.
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Figura 18. Teor de encapsulagéo, em presenca de glicose [proporgéo crioprotetor:fosfolipide (p/p) 5:1],
do complexo *™Tc-DTPA em SpHL em diferentes concentracdes lipidicas (n=3).

Os resultados da Tabela 6 mostram que houve diferenca estatisticamente significativa no
didmetro das vesiculas em todas as concentragdes lipidicas testadas, sendo que as vesiculas

de 60 mM apresentaram menor tamanho e um sistema mais homogéneo segundo o valor de
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IP. Além disso, nessa concentracao, a porcentagem de vesiculas menores do que 200 nm foi
maior (80,5%) quando comparada com as concentragbes de 20 mM e 40 mM (45,3% e
54,5%, respectivamente). Porém, o teor de encapsulagdo ndo foi diferente para as trés
concentracdes lipidicas testadas, conforme os resultados da Figura 18, ficando em torno de
12%. Uma explicacdo para este fato seria que, aumentando a concentragdo de lipides,
aumenta-se o numero de vesiculas de menor tamanho fazendo com que uma quantidade
menor de moléculas de  **"Tc-DTPA sejam encapsuladas, ou seja, tem-se vesiculas de 60
mM sem o radiofarmaco encapsulado. O fato de que o teor de encapsulagéo nao se altera de
20 mM para 60 mM corrobora esta explicacao.

O célculo da eficiéncia de encapsulagdo mostrou que os SpHL na concentragao lipidica de 20
mM apresentaram maior eficiéncia quando comparado com as demais concentracoes
testadas em presenca de glicose como crioprotetor [proporcao crioprotetor:fosfolipide (p/p) de
5:1] - (Tabela 7). Portanto, essa concentracao lipidica foi a de escolha para os testes in vivo,
devido a utilizacdo de menor quantidade de lipides quando comparado com as outras
concentragoes, resultando em um menor custo para a obtencao de SpHL.

Tabela 6. Diametro, IP e distribuicao de didmetros dos SpHL-gngc-DTPA em diferentes concentracdes
lipidicas, apos liofilizacdo na presenca de glicose como crioprotetor [proporgao crioprotetor:fosfolipide

(p/p) 5:1].

Distribuicao do diametro das
vesiculas (%)

[Lipides] Diametro (nm) IP
<200 nm <350 nm <500 nm
20 mM
*(135 nm; IP 0,163) 214,7* £ 12,1 0,29+0,02 453+85 83,8+49 94,7+0,1
40 mM
*(140,5 nm; IP 0,087) 180,7% + 3,4 0,18+0,02 545+0,1 945+0,1 98,9+0,1
60 mM

*(128,3 nm; IP 0,122) 140,1* + 3,1 0,18+0,02 80,5+0,1 985+0,7 99,7%0,1

*Diametro e IP das vesiculas antes da liofilizacdo. *Indicam diferenca estatisticamente significativa
entre as concentragodes lipidicas. Os resultados foram expressos como média = d.p. (n=3).
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Tabela 7. Teor e eficiéncia de encapsulacdo do *"Tc-DTPA em SpHL em diferentes concentracées
lipidicas na presenca de glicose como crioprotetor, proporcao crioprotetor:fosfolipide (p/p) de 5:1.

_ Dosagem de Eficiéncia de encapsulacao
Concentracao Teor de . .
o _ Fosfolipides (% encapsulacao/mol de
lipidica encapsulacao (%) .
(mmol) fosfolipides)

20 mM 10,54 £1,73 11,87 £1,16 0,89 £ 0,07
40 mM 12,12+ 0,27 22,42+ 1,50 0,54 + 0,04
60 mM 9,31 £1,22 36,03 + 2,88 0,26 + 0,01

Valores sao expressos pela média £ d.p. (n = 3).

3.4 Perfil de liberacdo para os SpHL- **"Tc-DTPA

A Figura 19 apresenta o perfil de liberacdo do complexo " Tc-DTPA em SpHL. Os resultados
mostraram uma grande liberacdo do radiofarmaco j4 nas primeiras 2 horas de incubacgao
(71%) nao havendo alteragdes significativas até o tempo de 8 horas. Isto pode ser explicado
pelo fato de que, aproximadamente, 50% do radiofarmaco supostamente “encapsulado”
encontravam-se adsorvidos na superficie das vesiculas permanecendo o restante na
cavidade aquosa, como mostra o resultado obtido no item 3.1. Segundo Kérnyei e Zolle
(2007) o DTPA forma um complexo com carga negativa ao se ligar ao *™Tc reduzido, em
solugdo neutra ou fracamente acidificada. Portanto, especula-se que a carga negativa do
DTPA associa-se com a carga positiva da superficie dos lipossomas contendo
aPEG0-DSPE/DOPE/CHEMS, fazendo com que uma grande quantidade de moléculas de
#¥mTc-DTPA permaneca adsorvida na superficie dos lipossomas, sendo liberadas na corrente
sanguinea com o passar do tempo. Provavelmente, o plasma age como uma forga motriz que
promove a liberagdo do material encapsulado adsorvido na superficie de nanoestruturas
(PEREIRA et al., 2008).
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Figura 19. Perfil de liberagao do complexo M Te-DTPA em SpHL em diferentes tempos (n=3).

3.5 Perfil de liberacdo para os SpHL- **™Tc-Fitato de Sédio

A Figura 20 apresenta o perfil de liberacdo do complexo *™Tc-Fitato de Sédio em SpHL. Os
resultados demonstraram uma liberacao de 9,7% do radiofarmaco apés 2 horas de incubagao

em plasma de rato.
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Figura 20. Perfil de liberagao do complexo 9™ Tc-Fitato de Sédio em SpHL em diferentes tempos (n=3).
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Em estudos realizados com nanocépsulas, alguns autores tém atribuido essa porcentagem
de liberacao inicial a droga adsorvida na superficie das nanoestruturas (MOSQUEIRA et al.,
2001, 2006; PEREIRA et al., 2008). Logo, parte consideravel da liberacdo do *™Tc-Fitato de
Sddio dos SpHL (9,7%) nas 2 primeiras horas pode ser devido a quantidade do radiofarmaco
adsorvida na superficie dos lipossomas, conforme descrito no item 3.2 desse capitulo
(6,25%). ApoOs este tempo, observa-se uma liberagdo de aproximadamente 13% que se
mantém constante até o tempo de 8 horas. Portanto, considerando o intervalo de tempo
compreendido entre 2 e 8 horas observa-se uma liberacao adicional de 4,1%. Conclui-se que,
a liberagao total foi da ordem de 13%, ou seja, mostrando que aproximadamente 87% da
radioatividade permaneceram no interior das vesiculas. Os resultados obtidos por De Oliveira
(1999) mostraram que 25% de oligonucleotideos encapsulados em SpHL foram liberados das
vesiculas durante os primeiros 15 minutos de incubagédo em plasma de camundongos, nao
sofrendo alteragcbes até o tempo de 1 hora pés incubacao. Estudos de liberacao de cisplatina
encapsulada em SpHL previamente conduzidos por Carvalho-Junior e colaboradores (2007,)
relataram que 70% do farmaco permaneceram no interior dos SpHL apds 30 minutos de
incubacdo a 37°C em plasma de camundongos. Portanto, no presente trabalho, a liberagao
de, aproximadamente, 13% de *™Tc-Fitato de Sédio dos SpHL em um intervalo de 8 horas
apoés a incubacgao a 37°C em plasma de ratos encontra-se proxima aos valores encontrados

na literatura.

3.6 Estudos de estabilidade do kit de SpHL liofilizados contendo glicose como
crioprotetor [proporcao crioprotetor:fosfolipide (p/p) de 5:1]

Nos estudos de estabilidade dos kits armazenados em geladeira (4°C) nao foi observado um
aumento significativo no diametro das vesiculas lipidicas (p>0,05) até 180 dias de estocagem
(Figura 21). Em todos os tempos avaliados o diametro médio das vesiculas foi inferior a
300 nm, o que é relevante para garantir a seguranca na administragdo intravenosa e para o
extravasamento na regido inflamatéria (AWASTHI et al., 2003; ERDOGAN et al., 2000). O
teor de encapsulacéo tanto para o *"Tc-DTPA como para o ®™Tc-Fitato de Sédio, foram
similares em todos os tempos estudados (em torno de 10% e 14%, respectivamente), nao
apresentando diferengas estatisticamente significativas entre os tempos avaliados.

Por outro lado, os lipossomas armazenados a TA apresentaram um aumento gradativo do
diametro das vesiculas, chegando a medir 428 nm, 180 dias ap6s a estocagem. A partir de 90
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dias, 0 aumento de tamanho ja apresentou diferenca estatisticamente significativa em relagao
ao tamanho inicial dos SpHL e também em relagdo ao tamanho das vesiculas
acondicionadas a 4°C. O teor de encapsulagao, para ambos os radiofarmacos avaliados,
aumentou de acordo com o aumento do diametro das vesiculas lipidicas, chegando a 17%
180 dias apos a estocagem.
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Figura 21. Didmetro das vesiculas para os SpHL liofilizados armazenados em geladeira (4°C) e em
temperatura ambiente (TA) - (n=3). Letras diferentes apresentam diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05).

A analise visual dos kits liofilizados pode ser observada na Figura 22. O pellet permaneceu
integro naqueles kits que foram armazenados a 4°C durante todo o tempo de investigagao.
Porém, nos kits acondicionados em TA, o pellet sofreu um colapso, apresentando varias
rachaduras e adquirindo uma coloracdo amarelada atipica. Vale ressaltar que os SpHL

liofilizados foram envasados a vacuo.
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Figura 22. Andlise visual dos kits de SpHL liofilizados na presenga de glicose como crioprotetor
[proporcao crioprotetor:fosfolipide (p/p) de 5:1]. A — kit armazenado a 4°C, 180 dias apés a estocagem.
B — kit armazenado em TA, 180 dias ap6s a estocagem.

Segundo Koster e colaboradores (2000) o efeito de crioprotecao dos agucares depende da
temperatura de transicao vitrea (Tg) dos mesmos. Esses solutos, quando no estado vitreo,
promovem um aumento da resisténcia mecanica oferecida pelo agucar dificultando a reducao
do espagamento entre as membranas sob condicbes de estresse compressivo, evitando,
portanto, a fusdo das mesmas. Sabe-se que a Tg da glicose é de 30°C, portanto, em
temperatura ambiente (26°C), esse agucar pode encontrar-se no seu estado cristalino e
assim, nao exercer o seu papel de crioprotegao de forma eficiente. Esse fato poderia explicar
0 aumento do didmetro das vesiculas armazenadas em TA. A cor amarelada do pellet de
SpHL armazenados nessa temperatura pode ser devida a reagcdo de Maillard, que ocorre
entre agucares e compostos contendo grupo amino (aPEGzy0-DSPE), levando a alteragéo da
cor (ROWE et al., 2006).

3.7 Depuracao plasmatica em animais sadios
3.7.1 Depuracao plasmatica do ™ Tc-DTPA e SpHL-*"Tc-DTPA

O *™T¢-DTPA quando administrado em ratos machos Wistar, sadios, apresentou rapida
depuragao sanguinea. O tempo de meia-vida plasmatico (T1,) determinado foi de 9,2 minutos
e a area sob a curva (ASC) igual a 21,8. Foi feito um grafico de %DI/g X tempo para os
pontos de 30 e 90 minutos com o objetivo de linearizar o processo de decaimento. Foi
calculada a inclinagao da reta através do grafico, utilizando-se logaritmo na base 10 para os
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valores de %DIl/g e, com esse valor, encontrou-se um tempo de meia-vida plasmatico de

28,99 minutos provando o comportamento bifasico do *"Tc-DTPA no sangue.

Quando o perfil de depuracdo sanguinea dos SpHL-*"Tc-DTPA foi avaliado também em
animais sadios, observou-se uma depurac¢do mais lenta em relagao a droga livre. O tempo de
meia-vida plasmatico (T4,) determinado foi de 15,1 minutos e a area sob a curva (ASC) foi
igual a 138,7. A curva de depuragdo do **"Tc-DTPA livre e encapsulado em SpHL é

demonstrada na Figura 23.
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Figura 23. Depuracdo plasmatica para o complexo *"Tc-DTPA livre e encapsulado em SpHL, em
animais sadios (n=3).

A anélise da &rea sob a curva (ASC) para os SpHL-*"Tc-DTPA, relatado na Figura 23,
mostrou um valor 6,4 vezes maior do que aquele obtido para o *™Tc-DTPA livre, sugerindo
que a formulacao foi capaz de aumentar o tempo de circulagdo do radiotragador podendo,
desta forma, contribuir para a obtencao de imagens cintilogréaficas. Sabe-se que, este tipo de
lipossoma pode ser passivamente direcionado para o sitio de inflamacéo, pelo fato desse
local apresentar capilares com permeabilidade aumentada, facilitando o extravasamento das
vesiculas (BATISTA et al., 2007)
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3.7.2 Depuracdo plasmatica do *™Tc-Fitato de Sodio e SpHL-*"Tc-Fitato de
Sédio

A curva de depuracédo do *™Tc-Fitato livre e encapsulado em SpHL é demonstrada na Figura
24.

O *™Tc-Fitato de Sédio quando administrado em ratos machos Wistar, sadios, apresentou
uma depuragao sanguinea relativamente rapida. O tempo de meia-vida plasmatico (Ti.)
determinado foi de 2,7 minutos e a area sob a curva (ASC) de 34,2. Segundo Abdel-Dayem e
colaboradores (1988), os sistemas coloidais possuem meia-vida plasmatica de 2 a 6 minutos,
sendo rapidamente depurados da corrente sanguinea. Portanto, os resultados obtidos

encontram-se dentro dos valores relatados pela literatura.

Quanto ao perfil de depuracéo sanguinea dos SpHL-*"Tc-Fitato de Sédio observou-se uma
depuragdo mais lenta em relagdo a droga livre. O tempo de meia-vida plasmatico (Ty.)
determinado foi de 5,7 minutos e a area sob a curva (ASC) foi igual a 119,7. A andlise da
area sob a curva (ASC) para os SpHL-**"Tc-Fitato de Sédio, relatado na Figura 24, mostrou
um valor 3,5 vezes maior do que aquele obtido para o *™Tc-Fitato de Sédio livre, sugerindo
que a formulagdo promoveu um aumento no tempo de circulagao do radiotragador podendo,
desta forma, biodisponibilizar por mais tempo o radiofarmaco na corrente sanguinea.
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Figura 24. Depuracdo plasmatica para o complexo *"Tc-Fitato de Sédio livre e encapsulado em
SpHL, em animais sadios (n=3).
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Comparando-se o tempo de meia-vida plasmatica dos radiofarmacos livres nota-se que o
%¥™Tc-Fitato de Sodio é retirado mais rapidamente da corrente sanguinea (meia-vida
plasméatica de 2,7 minutos) do que o *"Tc-DTPA (meia-vida plasmatica de 9,2 minutos).
Sabe-se que o *™Tc-DTPA é um radiofarmaco comumente utilizado para estudos da fungéo
renal. Apoés a administracdo intravenosa, a fragao de filtragdo na primeira passagem é de
10% a 20% nos pacientes com funcao renal normal, sendo que o restante recircula pelo
organismo. Logo, trata-se de um radiofarmaco que permanece por um certo tempo circulando
pelo organismo, difundindo-se bastante pelos tecidos. Por outro lado, apds a administragcao
intravenosa, as particulas coloidais do **™Tc-Fitato de Sédio sdo extraidas do sangue
circulante pelas células do SFM, com uma eficiéncia de extragdo na primeira passagem de
95% (THRALL e ZIESSMAN, 2001). Portanto, estes fatos explicam o menor tempo de
meia-vida plasmaética do *™Tc-Fitato de Sédio.

3.8 Estudos histopatoldgicos

Apds 24 horas da injecao intramuscular de 0,2 mL de uma suspensao de Zimosan a 5% (p/v)
foi possivel notar um processo inflamatério significativo, observado através da inspegéo visual
e palpagao, apresentando um edema consideravel no musculo da pata anterior esquerda
quando comparado com o musculo contralateral (Figura 25). Nao foi observada a presenca
de secrecao purulenta.

O exame histolégico dos musculos das patas anteriores, controle e inflamado, mostrou
diferencas significativas entre os tecidos. Sob microscopia éptica, o tecido inflamado
apresentou caracteristicas tipicas de inflamagdo crénica com um intenso infiltrado
mononuclear, afrouxamento do tecido conjuntivo e espacos claros devido ao extravasamento

vascular de fluidos (Figura 26).
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Figura 25. Inflamacdo do musculo da pata anterior esquerda de rato Wistar, 24 horas apds a
administragéo intramuscular de 0,2 mL de suspensao de Zimosan a 5% (p/v). A seta indica o local do

foco inflamatério.

Figura 26. Microfotografias de tecidos do musculo normal (A) e do musculo inflamado (B) de ratos
Wistar, 24 horas da injegao intramuscular de solucéo estéril de NaCl 0,9% (p/v) e suspensao de
Zimosan a 5% (p/v), respectivamente. As amostras foram fixadas em formalina tamponada, incluidas
em parafina e cortes de 4 um foram corados com hematoxilina-eosina (HE).
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3.9 Biodistribuicdo e imagens cintilograficas do complexo *™Tc-DTPA em
animais com foco inflamatério

O perfil de biodistribuicido do **™Tc-DTPA administrado, por via intravenosa, em ratos Wistar
com foco inflamatério no musculo da pata anterior esquerda esta relacionado na Tabela 8.

Tabela 8. Biodistribuicdo do ¥mTe-DTPA em ratos com inflamag@o no musculo da pata anterior
esquerda induzida por Zimosan a 5% (p/v).

Orgao

% Dl/g de tecido (média = d.p.)

2h

4h

8h

Figado

Baco

Rins

Sangue

Musculo controle (pata anterior
direita)

Musculo inflamado (pata anterior
esquerda)

Relacao foco inflamatério/sangue

0,051 £ 0,003?
0,043 £ 0,005*
0,534 £ 0,026
0,059 £ 0,007°

0,024 £ 0,003*

0,043 £ 0,005*°

0,732 £ 0,069

0,015 + 0,004°
0,005 + 0,001°
0,270 + 0,048°
0,006 + 0,001°

0,006+ 0,001*°

0,009 + 0,001*°

1,675+ 0,398

0,016 + 0,005°
0,006 + 0,001°
0,322 + 0,057°
0,007 +0,001°

0,003 + 0,001*°

0,008 + 0,002*°

1,130 + 0,309

*Indica uma diferenga estatisticamente significativa entre o masculo controle e o musculo inflamado
(Teste t, p < 0,05). @®Indicam uma diferenca estatisticamente significativa para o mesmo 6rgdo entre
os tempos investigados (Teste de Tukey, p < 0,05) — (n=5).

O *¥™T¢-DTPA acumulou-se principalmente nos rins, atingindo o pico maximo 2 horas apés a
sua administragado por via intravenosa. Esse radiofarmaco possui uma meia-vida biolégica
em torno de 2 horas (THRALL e ZIESSMAN, 2001; KORNYEI e ZOLLE, 2007). Isto justifica a
baixa fixacdo do *™Tc-DTPA em todos os 6rgéos investigados. Observa-se uma redugao
significativa da concentragao de *™Tc-DTPA no figado, baco, rins e sangue entre 2 e 4 horas.
Por outro lado, os niveis de radioatividade mantém-se constante no periodo de 4 a 8 horas.

No musculo da pata anterior esquerda (inflamado) e no musculo da pata anterior direita
(controle) observa-se uma reducéo significativa da fixagao do *"Tc-DTPA de 2 para 4 horas,
mantendo-se constante até 8 horas apés a injecdo. Porém, 2 horas ap6s a administracao do
radiofd&rmaco o nivel de radioatividade no musculo inflamado (esquerdo) foi 1,8 vezes maior

do que no musculo controle (direito) e essa diferenca aumenta para 2,6 vezes no tempo de 8



97

horas. A andlise da relagéao foco inflamatério/sangue revela que no tempo de 2 horas existe
ainda radiofarmaco circulante, pois a relacdo apresentou um valor menor que a unidade
(0,732 £ 0,069). Por outro lado, nos tempos de 4 e 8 horas essa relacao apresentou valores
de 1,675 e 1,130, respectivamente, o que significa que o *"Tc-DTPA est4 presente em maior
quantidade no foco inflamatério, principalmente no tempo de 4 horas, em relagdo a corrente

sanguinea.

O tropismo do *"Tc-DTPA para sitios inflamatérios foi confirmado por meio das imagens
cintilograficas. As imagens obtidas 2, 4 e 8 horas apds a administragdo intravenosa do
radiofarmaco, em ratos Wistar, mostraram acumulo de radioatividade na regiao inflamada
(Figura 27). A quantidade de radioatividade nessa regido tornou-se mais proeminente em 4
horas, corroborando os resultados obtidos nos estudos de biodistribuicao.

Anterior 2h Anterior 4h Anterior 8h

¥ 5

0 €

Figura 27. Imagens cintilograficas de rato Wistar com inflamagado no musculo da pata esquerda
anterior induzida por Zimosan a 5% (p/v), em 2, 4 e 8 horas apés a injecdo do ¥mTe-DTPA (n=3). (A)
As setas brancas indicam o foco inflamatério. As setas vermelhas indicam os rins e as setas
pontilhadas indicam a bexiga. (B) Imagens em preto e branco, as setas indicam o foco inflamatério.
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O radiofarmaco também acumulou-se nos rins (seta vermelha) sendo excretado pela bexiga
(seta pontilhada) como pode ser observado nas imagens cintilograficas (Figura 27A). A
relagéo alvo/ndo alvo foi determinada para cada intervalo de tempo (Figura 28) alcan¢ando
um valor maximo de 2,66 + 0,18 em 2 horas e apresentando um leve declinio no decorrer do
tempo (2,26 + 0,14 em 8 horas), porém sem diferenca estatisticamente significativa entre os
tempos investigados. Um radiotracador adequado para diagnéstico deve apresentar nivel
suficiente de radioatividade no tecido alvo, ou seja, acima da radiagdo de fundo do tecido
normal. Para identificacdo de uma regiao inflamada, a relacédo alvo/nao alvo deve ser de pelo
menos, 1,5, o que significa um acdmulo minimo de 50% a mais do radiofd&rmaco no sitio
inflamatdrio, quando comparado com uma area normal. Desta forma, é possivel a aquisicao
de imagens de melhor qualidade (ERDOGAN et al., 2000; PHILLIPS, 1999). A maior relacao
alvo/ndo alvo encontrada (2,66) foi no tempo de 2 horas, fato este que contribui para a
identificagcdo do processo inflamat6rio em um curto espago de tempo.
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Figura 28. Relacdo alvo/nao alvo (média + d.p.) das imagens cintilograficas de ratos injetados com
¥MTc-DTPA apds injecdo intramuscular de Zimosan a 5% (p/v) - (n=3).

Assim, os resultados obtidos para o *™Tc-DTPA indicam que este radiofarmaco pode
acumular-se rapidamente no foco inflamatério, além de ser depurado de forma rapida da
circulagdo sanguinea, permitindo a visualizagdo da lesdo. Porém, a alta captagcdo do
%"Tc-DTPA nos rins e bexiga, limita a utilizagdo desse radiofarmaco no diagndstico de
processos inflamatérios localizados na regidao do abdémen (ABDEL-DAYEM et al., 1988).
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3.10 Biodistribuicio e imagens cintilograficas dos SpHL-*"Tc-DTPA em

animais com foco inflamatorio

Os resultados obtidos nos estudos de biodistribuicdo para os SpHL-*"Tc-DTPA,
demonstraram acumulo importante em 6rgdos do SFM como figado e bago, conforme
descrito na Tabela 9.

Os lipossomas foram fixados principalmente pelo bago, atingindo o pico maximo em 8 horas
apos a sua administracdo. Esse acumulo no bagco manteve-se constante até 4 horas apés a
injecao e sofreu um aumento significativo no tempo de 8 horas. Para o grupo tratado com o
¥mTc-DTPA, o pico de radioatividade também foi atingido as 2 horas ap6s a administracéo.
Entretanto, a quantidade fixada de **"Tc-DTPA no baco foi 15,6 vezes menor do que a
observada para os SpHL-*"Tc-DTPA (p < 0,0001). A partir de 4 horas, foi observada uma
reducdo significativa da concentracdo de **"Tc-DTPA no baco, como pode ser visto na
Tabela 8 do item 3.9. No figado, a radioatividade apds a injecdo de SpHL-*"Tc-DTPA
aumentou até o tempo de 4 horas mantendo-se praticamente constante a partir de entao.

Tabela 9. Biodistribuicdo dos SpHL-gngc-DTPA em ratos com inflamag&do no musculo da pata anterior
esquerda induzida por Zimosan a 5% (p/v).

% Dl/g de tecido (média + d.p.)

Orgdo

2h

4h

8h

Figado

Baco

Rins

Sangue

Musculo controle (pata anterior
direita)

Musculo inflamado (pata anterior
esquerda)

Relacao foco inflamatério/sangue

0,283 £ 0,040°
0,673 £ 0,019°
0,478 £ 0,025°
0,099 £ 0,012?

0,012 £0,001*®

0,026 £ 0,004*¢

0,269 = 0,039

0,513 +0,027°
0,716 + 0,092
0,594 + 0,058°
0,015 + 0,005°

0,011+ 0,001*2

0,018 + 0,003*°

1,359 + 0,406

0,551 + 0,083"
0,901 + 0,044°
0,729 +£0,112°
0,028 + 0,007°

0,007 + 0,001*°

0,013 £ 0,001*°

0,466 + 0,181

*Indica uma diferenga estatisticamente significativa entre o muasculo controle e o musculo inflamado
(Teste t, p < 0,05). ®*?Indicam uma diferenca estatisticamente significativa para o mesmo 6rgdo entre
os tempos investigados (Teste de Tukey, p < 0,05) — (n=5).
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Esses resultados eram esperados considerando que o bago e figado sdo os érgaos do SFM
responsaveis pela depuragdo sanguinea de particulas. Resultados semelhantes foram
encontrados por Carmo e colaboradores (2007, 2008,), Carvalho-Junior e colaboradores
(2007,), Araujo e colaboradores (2011). Nos rins observa-se um acumulo consideravel de
radioatividade ja no tempo de 2 horas. Isso pode ser explicado pela liberagdo das vesiculas
de, aproximadamente, 70% do **"Tc-DTPA encapsulado dentro de um periodo de 2 horas.
Ainda nos rins, a fixagdo dos SpHL radiomarcados mostrou um aumento significativo entre 4
e 8 horas, onde atingiu o pico maximo apds a sua administracdo. Por outro lado, o
radiofarmaco livre apresentou uma queda no acumulo durante o periodo de tempo
investigado. Esse aumento do acumulo da radioatividade nos rins pode ser resultado da
degradacédo dos lipossomas no figado e no baco, resultando na liberagdo do **"Tc-DTPA

para eliminacao renal (PHILLIPS et al., 1992).

No tempo de 2 horas a fixagdo dos SpHL-*"Tc-DTPA no musculo inflamado foi 2,16 vezes
maior do que no musculo controle, diferenca esta maior do que aquela obtida para a droga
livre no mesmo tempo investigado (1,8 vezes maior). Nos tempos subsequlentes, 4 e 8 horas,
o musculo inflamado mantém uma maior fixacdo dos SpHL-**"Tc-DTPA em relacdo ao
controle. Observa-se também que, a reducdo do acumulo dos SpHL radiomarcados no
musculo inflamado (esquerdo) foi menos pronunciada em relagéo ao radiofarmaco livre, o que
comprova mais uma vez que os lipossomas permanecem mais tempo na circulagdo e,
consequentemente, mais tempo no foco inflamatério conforme mostra a Figura 29.
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Figura 29. Captacdo do **"Tc-DTPA livre e encapsulado em SpHL no musculo da pata anterior
esquerda (inflamado) nos tempos de 2, 4 e 8 horas apds a sua administragdo (n=5). *Indicam uma
diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos com *"Tc-DTPA e SpHL-*"Tc-DTPA

(Teste de Tukey, p<0,05).
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As imagens cintilograficas obtidas com os SpHL-*"Tc-DTPA evidenciaram o acimulo desse
radiofarmaco no foco inflamatério. A quantidade de radioatividade no musculo da pata
anterior esquerda (inflamado) foi significativamente maior em relagdo ao musculo controle
(direito) em todos os tempos investigados (Figura 30). Os SpHL-*"Tc-DTPA foram, também,
removidos pelos érgaos do SFM, tais como figado e bagco como pode ser visto nas imagens
cintilograficas (seta vermelha).

Anterior 2h Anterior 4h Anterior 8h
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Figura 30. Imagens cintilograficas de rato Wistar com inflamagdo no musculo da pata anterior
esquerda induzida por Zimosan a 5% (p/v), 2, 4 e 8 horas ap6s a injecao dos SpHL-gngc-DTPA (n=3).
(A) As setas brancas indicam o foco inflamatério. As setas vermelhas indicam érgéos do SFM (figado e
bago). (B) Imagens em preto e branco, as setas indicam o foco inflamatério.

O valor da relagdo alvo/ndo alvo foi de 2,91 + 0,79 em 2 horas, ndo havendo altera¢des

significativas até o tempo de 8 horas ap6s a injecdo dos SpHL-*"Tc-DTPA (Figura 31).
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Figura 31. Relagéo alvo/ndo alvo (média £ d.p.) das imagens cintilograficas de ratos injetados com
SpHL-gngc-DTPA ap6s injecao intramuscular de Zimosan a 5% (p/v) - (n=3).

Vale ressaltar que a relagéo alvo/no alvo dos SpHL-*"Tc-DTPA foi ligeiramente maior do
que aquela obtida para o *™Tc-DTPA em todos os tempos investigados, porém, sem

diferenca estatisticamente significativa entre os radiofarmacos (Figura 32).
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Figura 32. Relacdo alvo/ndo alvo (média = d.p.) das imagens cintilograficas do M TC-DTPA livre e
encapsulado em SpHL (n=3).

Os SpHL sao, por si sO6, uma estratégia para a identificagdo de sitios inflamatérios como
consequéncia de sua habilidade para liberar, preferencialmente, o radiotragcador nessa regiao
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devido ao seu pH mais baixo quando comparado ao tecido normal (ERDOGAN et al, 2000).
Os resultados obtidos por Carmo e colaboradores (2007), utilizando SpHL radiomarcados em
modelo experimental de inflamagdo, mostraram relagdes alvo/ndo alvo elevadas que
apresentaram um constante aumento entre os intervalos de tempo investigados (5,5 em 2
horas; 8,7 em 4 horas e 10,4 em 8 horas). Ja& os resultados obtidos neste trabalho nao
mostraram uma relagdo alvo/nao alvo tao elevada, porém, foi suficiente para a identificagao
da inflamacdo. Tal diferenca pode ser explicada pelo alto teor de encapsulagcdo do
radiofarmaco *™Tc-HMPAO nos SpHL obtido por aqueles autores (85%). O radiofarmaco
¥mTc-HMPAO possui caracteristicas lipofilicas, permitindo uma efetiva encapsulagdo em
SpHL pré-formados contendo glutationa, dispensando, inclusive, a purificagédo das vesiculas
por ultracentrifugacdo. O fato do *™Tc-DTPA sofrer uma rapida excrecdo renal pelo
organismo seria um ponto favoravel para a sua utilizagcdo na marcacdo das vesiculas
lipidicas, entretanto, o baixo teor de encapsulacdo e expressiva adsor¢do do **"Tc-DTPA na
superficie dos SpHL, revelaram que o tipo de SpHL empregados neste trabalho nao
apresentam as caracteristicas adequadas para serem marcados com o *"Tc-DTPA.

3.11 Biodistribuicdo e imagens cintilograficas do complexo **™Tc-Fitato de
Saédio em animais com foco inflamatoério

Os dados de biodistribuicdo obtidos da contagem de radioatividade nos tecidos dissecados
de ratos Wistar apresentando inflamagao induzida por Zimosan a 5% (p/v) no musculo da
pata anterior esquerda apds administracdo intravenosa de *™Tc-Fitato de Sédio sdo
mostrados na Tabela 10.

As andlises das amostras de sangue indicaram que a quantidade de radioatividade reduziu
significativamente de 2 para 4 horas, sofrendo um aumento 8 horas ap6s a injecao. A relagao
foco inflamatério/sangue mostrou valores maiores do que um durante todos os tempos
investigados, sendo observado o maior valor dessa relagdo no tempo de 8 horas
(3,099 + 0,788). Isso mostra que a quantidade do radiofarmaco esta trés vezes maior no
musculo inflamado em relagdo ao sangue circulante apds 8 horas da injegao, ressaltando o
tropismo do radiofarmaco por esse local.
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Tabela 10. Biodistribuicao do 9™ Tc-Fitato de Sédio em ratos com inflamagao no musculo da pata

anterior esquerda induzida por Zimosan a 5% (p/v).

Orgao

% Dl/g de tecido (média = d.p.)

2h

4h

8h

Figado
Baco
Rins
Sangue

Musculo controle (pata

7,621 + 1,085°
1,211 £ 0,322%
0,101 + 0,025°
0,013 £ 0,001?

0,006 £ 0,001*

8,968 + 1,1812
0,781 + 0,130°
0,207 + 0,019°
0,008 +0,001°

0,012 + 0,002*°

7,061 + 1,490°
1,494 + 0,436°
0,364 + 0,067°
0,012 + 0,002

0,022 £ 0,004*°

anterior direita)

Musculo inflamado

(pata anterior 0,019 + 0,004*® 0,031 + 0,006** 0,037 £0,011*°
esquerda)

Relacao foco

1,718 £ 0,271 1,675+ 0,343 3,099 £ 0,788

inflamatério/sangue

*Indica uma diferenga estatisticamente significativa entre o masculo controle e o musculo inflamado
(Teste t, p < 0,05). @b ndicam uma diferenca estatisticamente significativa para o mesmo érgéo entre
os tempos investigados (Teste de Tukey, p < 0,05) — (n=5).

Os resultados mostram que o radiofarmaco acumulou-se principalmente no figado e baco,
atingindo o pico maximo em 4 horas e 8 horas, respectivamente. No figado, a %Dl/g do
%™Tc-Fitato de Sédio manteve-se constante até 8 horas (p>0,05) ap6s injecéo. Para o baco,
a quantidade de radioatividade foi constante até 4 horas (p>0,05) e apds esse tempo
observou-se um aumento da concentragdo do radiofarmaco. Ap6s administragéo intravenosa,
o ¥™Tc-Fitato de Sédio age como uma microparticula (coléide) circulante e é rapidamente
removido da corrente sanguinea pelo SFM. O mecanismo que rege este processo é o
sequestro pelos macréfagos que estao presentes nesse sistema. O tamanho das particulas
coloidais tem consideravel influéncia na biodistribuicdo das mesmas. Segundo o fabricante do
kit utilizado o **"Tc-Fitato de Sédio possui 90% das particulas com tamanhos entre 1 e 30
pm. Ainda de acordo com o fabricante 80 a 90% da radioatividade é captada pelo figado,
enquanto que no bagco e na medula 6ssea acumulam 7% e 5%, respectivamente. O
radiofarmaco é eliminado dos macréfagos contidos no figado e baco em, aproximadamente,
71 e 37 horas, respectivamente (ZOLLE, 2007). Portanto, o aumento da captacédo observada
no bago com uma conseqlente reducao na captacao do figado no tempo de 8 horas, pode
ser devido a saturagao das células de Kupffer fazendo com que os macrofagos esplénicos
passem a fagocitar o radiofarmaco em maior quantidade.
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A fixacdo do radiofd&rmaco nos rins apresentou um aumento significativo durante todos os
tempos investigados. Segundo Zolle (2007), apdés a administracdo de radiocoldides por via
intravenosa pode-se observar ocasionalmente uma captagao renal. Os estudos realizados por
Abass e colaboradores (1978) visualizaram os rins e bexiga em tempos bem precoces apos a
injecdo do **"Tc-Fitato de Sédio e a atividade presente nesses 6rgdos foi mais intensa
quando o radiofarmaco era injetado na veia caudal do animal. Amostras de urina examinadas
por cromatografia relevaram um padréo diferente daquele observado com solugbes de
%mTc-Fitato de Sédio ou NaTcO4 (ABASS et al.; 1978).

No musculo da pata anterior esquerda (inflamada) foi observado um ligeiro aumento da
%Dl/g entre os tempos de 2 e 4 horas apbés a injecdo e no tempo de 8 horas essa
porcentagem sofreu um aumento significativo em relacdo aos outros tempos investigados,
atingindo um pico de 0,037 = 0,011 de % Dl/g de tecido. Por outro lado, no musculo da pata
anterior direita (controle) foi observada um menor acimulo do ®™Tc-Fitato de Sédio em todos
os tempos investigados quando comparado com o musculo da pata esquerda (inflamado) -
(p<0,05). Os estudos histolégicos do musculo inflamado mostraram que apds 24 horas da
indugdo da inflamagao por Zimosan houve um infiltrado predominantemente de células
mononucleares (mondcitos, macréfagos e linfocitos). Portanto, uma possivel explicagcao para
o aumento da fixagdo do *™Tc-Fitato de Sédio no foco inflamatério pode ser a de que o
radiofarmaco seja fagocitado pelos macréfagos presentes na area afetada, mantendo-o no
local (ERDOGAN et al., 2000; GOINS et al, 1993). Esses resultados indicam retencao
preferencial do *™Tc-Fitato de Sédio no foco inflamatério, quando comparado ao musculo

contralateral ndo inflamado.

A Figura 33 mostra as imagens cintilograficas obtidas em diferentes tempos apoés a
administracdo, por via intravenosa, do *™Tc-Fitato de Sédio em ratos machos Wistar. As
imagens mostraram uma maior fixagdo do radiofarmaco no mdsculo da pata anterior
esquerda (inflamada) em relacdo ao muasculo da pata anterior direita (controle), com a
visualizagdo do foco inflamatério. Observa-se também um alto nivel de radioatividade no

figado e bago, sugerindo o acumulo do radiofarmaco nos 6rgaos do SFM.
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Anterior 2h Anterior 4h Anterior 8h

Figura 33. Imagens cintilograficas de rato Wistar com inflamag&o no musculo da pata anterior
esquerda, induzida por Zimosan a 5% (p/v), 2, 4 e 8 horas ap6s a injecdo do **"Tc-Fitato de Sédio
(n=3). (A) As setas brancas indicam érgaos do SFM (figado e bago). As pontas de setas vermelhas
indicam o foco inflamatério. (B) Imagens em preto e branco, as pontas de setas indicam o foco
inflamatdrio.

O radiotragador para gerar imagens de processos inflamatoérios deve acumular-se especifica
e rapidamente no foco, bem como ser rapidamente depurado dos tecidos normais para
permitir a visualizagdo do mesmo em curto periodo de tempo apdés a administracao
(CORSTEN e VAN DER MEER, 1999; RENNEN et al., 2001). Os estudos de biodistribuicao e
de imagem mostraram tropismo do *"Tc-Fitato de Sédio para focos inflamatérios. O acimulo

no musculo inflamado foi significativamente maior do que no musculo controle.

A analise quantitativa das imagens € mostrada na Figura 34. A relagdo entre o foco
inflamat6rio e o musculo controle foi de 10,24 + 3,49 em 2 horas, ndo havendo aumento
significativo nos tempos de 4 e 8 horas, onde as relagbes alvo/ndo alvo encontradas foram de
9,15 +2,06 e 8,32 + 2,42, respectivamente.
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Figura 34. Andlise quantitativa das imagens cintilograficas de ratos com inflamacao induzida por
Zimosan a 5% (p/v) no musculo da pata anterior esquerda apos injecao intravenosa de 9™ Te-Fitato de
Sédio (n=5).

Segundo, Phillips (1999), para imagem de lesdes inflamatérias ou infecciosas a relagao entre
o foco inflamatério e o controle deve ser de, pelo menos, 1,5 para permitir a aquisicao de
imagens cintilograficas de melhor qualidade. Os resultados obtidos nesse trabalho mostraram
que a relacdo alvo/ndo alvo manteve-se elevada até o tempo de 8 horas apoés a
administracdo do **"Tc-Fitato de Sédio, indicando que esse radiofarmaco fixou-se no sitio da
inflamacao. Quando se compara estes resultados com aqueles obtidos pelo DTPA, verifica-se
que o *"Tc-Fitato de Sédio mostrou ser muito mais eficaz na identificagdo de focos

inflamatorios.

Outra possivel aplicacdo deste radiofd&rmaco seria na diferenciacdo entre processos
inflamatorios assépticos e sépticos em préteses ortopédicas. Sabe-se pela literatura que tanto
nos Estados Unidos da América quanto na comunidade Européia o emprego de leucécitos
radiomarcados e de nanocolbides, conjuntamente, permite essa diferenciacao (PALESTRO et
al., 1990; BRULLES et al., 2005). Entretanto, os nanocoloides ndao estdo disponiveis no
Brasil, assim poder-se-ia pensar na possivel utilizagdo do *™Tc-Fitato de Sédio para este fim,
0 que poderia se constituir em uma nova aplicagdo desse radiofarmaco.
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3.12 Biodistribuicdo e imagens cintilograficas dos SpHL-*"Tc-Fitato de Sédio

em animais com foco inflamatorio

O perfil de biodistribuicdo dos SpHL-*"Tc-Fitato de Sédio administrados, por via intravenosa,
em ratos Wistar com foco inflamatério esta na Tabela 11.

Tabela 11. Biodistribuicdo do SpHL-gngc-Fitato de Sdédio em ratos com inflamagdo no musculo da
pata anterior esquerda induzida por Zimosan a 5% (p/v).

% Dl/g de tecido (média + d.p.)

Orgao
2h 4h 8h
Figado 2,576 £ 0,218? 3,082 + 0,276° 2,549 + 0,288?
Baco 2,174 +£0,218? 2,385 + 0,205% 2,105+ 0,2172
Rins 1,106 + 0,206 1,189 + 0,083? 2,929 + 0,363°
Sangue 0,359 + 0,0672 0,245 + 0,024° 0,129 £ 0,010°

Musculo controle (pata
direita)
Musculo inflamado
(pata esquerda)

Relacao foco

0,033 £ 0,005**

0,101 +0,011*®

0,282 + 0,031

0,030 £ 0,003*®

0,102+ 0,011*®

0,465 + 0,071

0,125+ 0,014*°

0,150 + 0,032*°

1,341 £ 0,176

inflamatdrio/sangue

*Indica uma diferenga estatisticamente significativa entre o muasculo controle e o musculo inflamado
(Teste t, p < 0,05). ®*?Indicam uma diferenca estatisticamente significativa para o mesmo 6rgao entre
os tempos investigados (Teste de Tukey, p < 0,05) — (n=5).

A anélise da presenca dos SpHL-*"Tc-Fitato de Sédio no sangue evidencia claramente a
capacidade de circulagdo prolongada dessas vesiculas. No tempo de 2 horas, os SpHL
radiomarcados encontram-se 27,6 vezes em maior quantidade no sangue, quando
comparado com o radiofarmaco livre. Essa diferenga atinge 30,6 vezes no tempo de 4 horas
e passa a ser 10,7 vezes maior, 8 horas apdés a sua injecdo por via intravenosa. Foi
observado que nos lipossomas de circulagdo prolongada, a incorpora¢cdo na membrana de
lipideos acoplados a polimeros de etilenoglicol (PEG) altera sua interagdo com o ambiente,
sendo o efeito mais importante a reducdo da captura pelos macréfagos, prolongando sua
presenca na corrente sanguinea. Esses lipossomas, denominados também de lipossomas
furtivos, permitem uma distribuicdo do farmaco para outros 6rgaos além daqueles do SFM
(FONTES et al., 2005).
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Os SpHL radiomarcados acumularam-se principalmente no figado e bago, atingindo o pico
maximo no figado em 4 horas apds a sua administragdo (3,082 + 0,276 %DI/g). Embora a
maior fixagao dos SpHL tenha sido no figado, esse acumulo 2 horas apds a administragao foi
2,9 vezes menor do que o acimulo hepatico do *™Tc-Fitato de Sédio, sendo esta diferenca
mantida até 8 horas ap6s a sua administracéo. A fixacdo dos  SpHL-*"Tc-Fitato de Sédio
no bago manteve-se constante durante todos os tempos investigados. Vale ressaltar que, a
proporcao da fixacdo de radioatividade no figado em relagcdo ao bago foi maior para o
radiofarmaco livre, quando comparado com os SpHL radiomarcados durante todo o
experimento (Tabela 12).

Tabela 12. Proporcao de fixagdo da radioatividade no figado em relagdo ao baco.

9MTe-Fitato de Sodio SpHL-**"Tc-Fitato de Sodio
2 horas 86,3% 54,2%
4 horas 91,9% 56,4%
8 horas 82,5% 54,8%

Segundo Harbert (1996) o sulfeto coloidal marcado com *™Tc distribui-se entre figado, baco e
medula 6ssea na proporgdo 85:10:5, respectivamente. Ja o ®™Tc-Fitato de Sédio apresenta
maior acumulo no figado e menor deposicao em baco e medula éssea (ARZOUMANIAN et
al., 1977). Sabe-se também que o figado apresenta maior populacdo de macréfagos fixos
quando comparado ao baco, logo, todos esses fatos corroboram os resultados encontrados
neste trabalho para o *"Tc-Fitato de Sédio livre. Quanto ao perfil de captacdo dos
SpHL-*"Tc-Fitato de Sédio pelo figado e baco, uma hipétese para explicar tal achado é a de
que 2 horas apés a administragdo desse radiofd&rmaco, as vesiculas lipidicas ja foram
fagocitadas pelos macréfagos do figado sendo degradadas e liberando, em seguida, o
%mTc-Fitato de Sddio na corrente sanguinea. Vale lembrar que o *"Tc-Fitato de Sédio
encapsulado nos SpHL ndo constitui um sistema coloidal, 0 mesmo vem a tornar-se um
coldide quando interage com os ions calcio presentes no sangue. Portanto, ao ser liberado
das vesiculas o radiofarmaco livre torna-se um coldide que, desta forma, sera fagocitado pelo
baco visto que o figado encontra-se saturado pelos lipossomas. Assim, o figado e baco
acumulam de forma equilibrada os SpHL-**"Tc-Fitato de Sédio apés a sua administracéo por

via intravenosa.
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Nos rins observa-se uma fixacdo constante dos SpHL-**"Tc-Fitato de Sédio nas 4 primeiras
horas apés a injecao. Porém, no tempo de 8 horas, essa fixagdo aumenta consideravelmente
em relacdo aos tempos anteriores (p<0,05). Esse aumento do acumulo dos SpHL
radiomarcados nos rins pode ser resultado da degradagao dos lipossomas no figado e no
bacgo, liberando o radiofarmaco livre para eliminagdo renal, como citado na literatura
(PHILLIPS et al., 1992; ABASS et al., 1978; SEOK et al., 2010).

Apbs a injecdo dos SpHL-*"Tc-Fitato de Sédio o nivel de radioatividade no musculo
inflamado (esquerdo) foi significativamente maior do que no musculo controle (direito) durante
todos os tempos investigados (p<0,05). A retencdo de SpHL-*"Tc-Fitato de Sédio no sitio
inflamatério foi mantida constante até 4 horas apresentando um aumento significativo no

tempo de 8 horas (Tabela 11).

As imagens cintilograficas evidenciaram um maior acumulo dos lipossomas radiomarcados na
regido da inflamacao (Figura 35). A quantidade de radioatividade nessa regido tornou-se
evidente desde o primeiro tempo investigado (2 horas) sendo possivel a sua visualizagao até
o tempo de 8 horas. Observa-se também alta fixagcdo de radioatividade na regido do abdome.
Outro fato curioso que pode ser observado nas imagens é que a medula éssea foi melhor
visualizada com os SpHL-*"Tc-Fitato de Sédio quando comparado com o radiofarmaco livre.
Esse fato poderia ser explicado pelo tamanho das particulas injetadas, pois os lipossomas
radiomarcados apresentaram didmetro da ordem de nanémetros e as particulas coloidais do
%™Tc-Fitato de Sédio utilizadas possuiam didmetro na escala de micrémetros, segundo o
fabricante. Segundo Saba (1970) particulas menores do que 100 nm sdo concentradas em
maior extensdo na medula éssea quando comparado com o figado e baco. Particulas com
didmetros entre 300 e 1000 nm localizam-se preferencialmente no figado enquanto que
particulas com 1 a 5 ym depositam-se principalmente no bago.

A relacao alvo/ndo alvo determinada nas imagens cintilograficas para cada intervalo de tempo
pode ser vista na Figura 36. O valor da relagéo alvo/néo alvo foi de 3,94 + 0,80 em 2 horas,
5,14 + 2,11 no tempo de 4 horas e 3,48 + 0,89 8 horas apds a injecdo dos SpHL
radiomarcados. Esses resultados indicam uma localizacdo preferencial dos
SpHL-**"Tc-Fitato de Sédio no sitio de inflamagéo em relagdo ao musculo contralateral  nao

inflamado.
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Figura 35. Imagens cintilograficas de rato Wistar com inflamagdo no musculo da pata anterior
esquerda induzida por Zimosan a 5% (p/v), em 2, 4 e 8 horas ap6s a injegao do SpHL-gngc-Fitato de
Sédio (n=3). (A) As setas indicam o figado e bago. As pontas de setas verdes indicam o foco
inflamatério. (B) Imagens em preto e branco, as setas indicam o foco inflamatério.
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Figura 36. Andlise quantitativa (média + d.p.) das imagens cintilograficas de ratos injetados com
SpHL-*"Tc-Fitato de Sédio ap6s injeco intramuscular de Zimosan a 5% (p/v) - (n=3).
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Entretanto, ndo pode deixar de ser ressaltado que o *™Tc-Fitato de Sédio mostrou relacdo
alvo/ndo alvo superior aquela obtida com os SpHL-*"Tc-Fitato de Sédio durante todos os

tempos investigados (Figura 37).
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Figura 37. Relacdo alvo/ndo alvo (média + d.p.) das imagens cintilograficas do *"Tc-Fitato de Sédio
livre e encapsulado em SpHL (n=3). Letras diferentes Indicam diferenca estatisticamente significativa
entre os tratamentos.(Teste de Tukey, p<0,05).

Portanto, os resultados sugerem que o radiofarmaco livre acumula-se mais eficientemente no
foco inflamatério, quando comparado com os SpHL-*"Tc-Fitato de Sédio. Além disto, o custo
elevado na producdo dos lipossomas faz do **"Tc-Fitato de Sédio livie uma melhor opgao
para a identificacao de processos inflamatérios.
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4 CONCLUSAO

Os SpHL liofilizados apresentaram estabilidade quando armazenados em geladeira,
sugerindo que estes compostos podem ser estocados, em condigées adequadas, por até 180
dias.

O “™Tc-DTPA, livre e encapsulado em SpHL, mostraram-se eficientes na identificacdo de
sitios inflamatoérios em modelo experimental de inflamag¢do no musculo de ratos. O baixo teor
de encapsulacdo e a adsorgdo de grande parte do *"Tc-DTPA na superficie dos SpHL
reforcam a necessidade de buscar novas formulagdes lipossomais nas quais a adsor¢cao das
moléculas de *™Tc-DTPA na superficie das vesiculas seja eliminada ou reduzida.

O *™Tc-Fitato de Sédio, livre e encapsulado em SpHL foram capazes de identificar o foco
inflamatério induzido por suspensao de Zimosan a 5% (p/v) na pata anterior esquerda de
ratos wistar. Entretanto, os resultados sugerem que o *™Tc-Fitato de Sédio livre acumula-se

de forma mais efetiva neste local.
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CONCLUSOES INTEGRADAS E PERSPECTIVAS

1 CONCLUSOES INTEGRADAS

A formulagéo lipossomal composta por aPEGyy0-DSPE:DOPE:CHEMS contendo glicose
como crioprotetor [proporcao crioprotetor:fosfolipide (p/p) 5:1] mostrou-se eficiente para a
marcacdo com os radiofarmacos *"Tc-DTPA e *™Tc-Fitato de Sodio, apresentando
relagcdes alvo/nao alvo superiores a 1,5 e indicando tropismo para o tecido alvo (inflamagéo).
Porém, a maior relacdo alvo/néo alvo obtida foi para o *™Tc-Fitato de Sédio livre (10,24 no
tempo de 2 horas ap6s injecao), sugerindo, de maneira inovadora, que esse radiofarmaco
poderia ser utilizado na identificagéo de processos inflamatérios localizados fora de areas de

grande concentragao de células do SFM.

2 PERSPECTIVAS

Diante das investigagdes realizadas nesse trabalho, pode-se propor como perspectivas o
emprego de uma formulacdo de SpHL composta por mPEG0-DSPE:DOPE:CHEMS afim
de diminuir ou evitar a adsorcéo do ®"Tc-DTPA na superficie das vesiculas lipidicas. Avaliar
esta formulacdo marcada, também, com o **"Tc-Fitato de Sédio visando & melhoria do
rendimento de marcacao dos SpHL.

Faz-se também necessario o estudo in vivo do *™Tc-Fitato de Sédio, livre e encapsulado em
SpHL, em modelo experimental para a identificacao de focos infecciosos.

Caso o HMPAO volte a ser comercializado no pais, poder-se-ia comparar o método de
leucécitos radiomarcados com *"Tc e os radiofarmacos *"Tc-Fitato de Sédio, livre e
encapsulado em SpHL, na identificacdo e diferenciacdo de processos inflamatérios e

infecciosos.
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Anexo 1 — Esquema de decaimento do Molibdénio-99
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Anexo 2 — Esquema de decaimento do Galio-67
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Anexo 3 — Esquema de decaimento do indio-111
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