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Resumo

O cancer € um problema de ordem mundial e as perspectivas futuras sao
preocupantes. Os dois tipos de maior incidéncia no Brasil e no mundo, de mama e de
prostata, levam com elevada frequéncia a metastase 6ssea, essa corresponde a 99%
dos tumores malignos que acometem o tecido 6sseo. Apesar de n&o possuir cura,
tratamentos paliativos melhoram a qualidade de vida e aumentam a sobrevida do
paciente. Dentre esses, destaca-se o tratamento com radiofarmacos, que consistem de
um vetor biolégico ligado a um radionuclideo emissor de particulas beta (para o
tratamento) ou gama (para o diagndstico). O Acido [bis(metilfosforo)amino]metil
fosforico ligado ao radioisétopo samario-153 (***Sm-EDTMP) é o que tem apresentado
mais vantagens clinicas, com uma melhora entre 70-80% dos pacientes com metastase
O0ssea. A grande desvantagem deste radiofarmaco € sua atuacao superficial, o que
requer, em muitos casos, multiplas doses. A nanofarmacologia € um ramo que esta
crescendo por propiciar propriedades como: liberagdo controlada, prolongada e
sustentada do principio ativo; diminuicdo da dose necessaria para o efeito terapéutico e
dos efeitos téxicos; e biodirecionamento. Com o objetivo de eliminar as deficiéncias do
radiofarmaco '**Sm-EDTMP, nesse trabalho o EDTMP foi encapsulado em
nanoparticulas poliméricas de acido poli-lactico e alcool polivinilico (PLA/PVA) pelo
método de dupla emulsificacdo. A caracterizacdo das nanocapsulas foi realizada com a
técnica de microscopia de forga atdmica a qual revelou tamanhos na faixa de 100-
500nm. As nanoparticulas foram testadas quanto a resisténcia a radiacdo gama:
alteragdes foram identificadas nas imagens de fase, mas somente naquelas irradiadas
com doses muito altas. Foi realizado também um estudo preliminar com ratos Wistar
sadios, nos quais foram comparadas as biodistribuicbes das nanocapsulas de
PLA/PVA/EDTMP, nanocapsulas PLA/PVA e somente EDTMP, todas as amostras
marcadas com *"Tc. Em imagens adquiridas em uma camara gama, foi observado que
as nanocapsulas com EDTMP direcionam-se ao osso na mesma quantidade que o
EDTMP nao encapsulado. No entanto, la permanecem em maior quantidade por um
periodo de 2h30min, sugerindo uma ag¢ao mais prolongada em relagdo ao EDTMP nao
encapsulado. Nanocapsulas de PLA/PVA nado sao encontradas nos 0ss0s, como
esperado. Os resultados obtidos sugerem possiveis vantagens para uma formulagao
com nanocapsulas.
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Abstract

Cancer is a problem of worldwide concern and future perspectives are worrisome.
The two types of highest incidence, breast and prostate cancer, lead with high frequency
to bone metastasis, which include 99% of malignant tumors that affect bone tissue.
Despite having no cure, palliative treatments improve the quality of life and increase
survival time. Among them treatment with radiopharmaceuticals stands out.
Radiopharmaceuticals consist of a biological vector linked to a radionuclide emitter of
beta particles (for treatment) and/or gamma (for diagnosis). The
[bis(phosphonomethyl)amino]methylphosphonic acid attached to Samarium-153 ('**Sm-
EDTMP) is known to have the most clinical benefits, and around 70-80% of patients
show a clear improvement. The major disadvantage of this radiopharmaceutical is its
superficial acting, which requires, in many cases, multiple doses. The
nanopharmacology is a growing branch promising properties such as controlled,
prolonged and sustained release of the active ingredient, reduction of the required dose
for therapeutic effect and of the toxic effects and also biotargeting. In order to
circumvent the deficiencies of the radiopharmaceutical >*Sm-EDTMP, in this work,
EDTMP was enclosed in polymeric nanocapsules by double emulsification method. The
characterization of the (PLA/PVA/EDTMP) nanocapsules was performed with atomic
force microscopy which revealed sizes in the range 100-500nm. Nanoparticles were
tested for resistance to gamma radiation; alterations were observed in the phase
images, but only in those irradiated with very high doses. Preliminary biodistribution
assays were performed with Wistar rats. PLA/PVA/EDTMP nanocapsules were
compared with PLA/PVA ones and with an EDTMP solution. All samples were labeled
with ®"Tc and images were acquired on a gamma camera. The amount of
nanocapsules with EDTMP in bones is the same as unencapsulated EDTMP. However,
they remain in larger quantities for a period of 2h30min, suggesting a more prolonged
action compared to unencapsulated EDTMP. Nanocapsules of PLA/PVA are not found
in the bones, as expected. The results suggest potential benefits for a formulation with
nanocapsules.
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1.Introducao:

1.1: Cancer e sua incidéncia:

Mutagcbes acumuladas no genoma podem acarretar uma falta de controle em
processos essenciais a célula, como proliferagdo, morte e diferenciacéo, levando a um
possivel desenvolvimento de cancer. Essas células se tornam auto-suficientes quanto a
fatores de crescimento, insensiveis a fatores inibitérios de proliferacdo, nao
respondendo a apoptose e morte programada, em consequéncia, possuem um grande
potencial replicativo, estimulando a angiogénese e podem possuir a capacidade de
invadir tecidos diferentes do seu de origem (Melo et al., 2003). Segundo dados da
Organizagdao Mundial de Saude (OMS), em 2030 sao esperados 27 milhdes de novos
casos de cancer e 17 milhdes de mortes (Inca, 2011). Dados da Agéncia Internacional
de Pesquisa em Cancer (IARC) revelam que em 2008 os canceres com maior
incidéncia na populagdo mundial, excluindo o cancer de pele ndo melanoma, foram os

de prostata, mama e pulmao (figura 1).
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Figura 1: Relagcdo de incidéncia e mortalidade por cancer na populagdo mundial em 2008,
excluindo o cancer de pele ndao melanoma. Estdo entre os mais incidentes, os canceres de mama,

prostata, pulmao e rins. Fonte: Adaptado de OMS-IARC.

No Brasil, estima-se a ocorréncia de aproximadamente 500.000 novos casos de
cancer em 2012, sendo a mesma expectativa para 2013. Aqueles com maior incidéncia
na populacdo masculina serdo os canceres de pele nao melanoma, prostata, pulmao,
colon e reto e estbmago, somando um total de aproximadamente 250.000 novos casos.
Ja na populacédo feminina, os canceres de pele ndo melanoma, mama, colo do utero,
colon e reto e glandula da tiredide serdo os de maior incidéncia, somando um total de

aproximadamente 260.000 novos casos (figura 2) (Inca, 2011).
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Localizacao primaria  casosnovos  percentual Localizacao primaria casos novos  percentual
Prostata 60.180  30,8% Homens Mulheres ~ Mama Feminina 52.680 27,9%
Traqueia, Bronquio e Pulmédo 17.210 8,8% Colo do Utero 17.540 9,3%
Colon e Reto 14.180 7,3% Célon e Reto 15.960 8.4%
Estomago 12.670 6,5% Glandula Tireoide 10.590 5,6%
Cavidade Oral 9.990 51% Traqueia, Bronquio e Pulmao  10.110 53%
Esofago 7.770 4,0% Estomago 7.420 3.9%
Bexiga 6.210 3.2% Ovario 6.190 3.3%
Laringe 6110  31% Corpo do Utero 4.520 24%
Linfoma ndo Hodgkin 5.190 2,7% Linfoma ndo Hodgkin 4.450 2,4%
Sistema Nervoso Central 4.820 2,5% Sistema Nervoso Central 4.450 2,4%

*Nameros arredondados para 10 ou maltiplos de 10

Figura 2: Tipos de cancer com maior incidéncia estimados para 2012 na populagao brasileira,
exceto pele nao melanoma. Encontram-se entre os mais incidentes, os canceres de préstata e pulmao na
populagao masculina e os canceres de mama, glandulas tiredide e pulmao na populagédo feminina (Inca,

2011).

A incidéncia de cancer 6sseo como fonte primaria é rara, sendo este caso
comum ainda na infancia, principalmente na regido dos joelhos. A forma mais
recorrente de acometimento do tecido 6sseo é devido a um processo oncoldgico
secundario, conhecido como metastase (Pandit-Taskar et al., 2004; Serafini, 2001;
Stevens & Lowe, 2001). Esta segunda forma caracteriza a sindrome incuravel da
metastase 6ssea, sendo responsavel por 99% dos tumores malignos que acometem o
tecido 6sseo (Meohas et al., 2005). Os locais de metastase sdo comumente as
vértebras, arcos costais, pelve e fémur. Os principais focos tumorais primarios,
responsaveis por 80% dos casos de metastase Ossea sao: prostata, mama, pulmao,
rins e tiredide (Meohas et al., 2005; Pandit-Taskar et al., 2004; Serafini, 2001; Smith,
2011). Tanto os tumores primarios de prostata quanto os de mama sao aqueles de

maior incidéncia no mundo e também no Brasil (figuras 1 e 2) (Inca, 2011).
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1.2: Tecido 6sseo:

O tecido 6sseo humano é um tecido de sustentagao caracterizado pela sua
rigidez e dureza. Suas principais fungdes sao: apoio mecanico, locomogao, protecao e
reservatorio metabdlico. Outra importante caracteristica dos ossos € a hematopoiese
que acontece na medula. Este tecido € composto por uma matriz mineralizada
composta de sais minerais inorganicos depositados em uma matriz ndo mineralizada de
colageno e glicosaminoglicanas com dois principais tipos celulares: células de
sustentacao (osteoblastos) e células remodeladoras (osteoclastos) (Stevens & Lowe,

2001).

A matriz extracelular é composta por um material especializado denominado
osteodide, que é constituido por fibras de colageno tipo | e, entre elas, infiltrados de
proteoglicanas e glicosaminoglicanas, que se ligam fortemente a ions calcio e outros
sais minerais inorganicos (Pandit-Taskar et al., 2004; Stevens & Lowe, 2001).
Osteoblastos tém a fungdo de moldagem do osso, pois secretam o ostedide e sais
minerais para a formacdo da matriz 6ssea. Dentre os sais encontram-se complexos
cristalinos de hidroxido de calcio e fosfato, denominados hidroxiapatita. Essas células
sdo encontradas nas superficies externas dos ossos (osteoblastos) e em pequenos
espacos denominados lacunas (ostedcitos) e sdo originarias de células precursoras
denominadas osteoprogenitoras (Stevens & Lowe, 2001). Para a diferenciagao, alguns
fatores de transcricdo sao cruciais, como exemplo temos o fator RUNX-2, também
denominado fator de ligagao a superficie a-1 (CBFA1). A diferenciagao e proliferagao
dos osteoblastos sao estimuladas por hormdnio da paratiredide, prostaglandinas,

citocinas e fatores de crescimento, dos quais se destacam o fator de crescimento
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derivado da plaqueta (PDGF), produzido pelos linfécitos, e fatores de crescimento
presos a matriz dssea, tais como proteinas morfogénicas do osso (BMPs), fator de
crescimento tumoral (TGF-f), fator de crescimento similar a insulina (IGFs) e fator de

crescimento de fibroblastos (FGFs) (Roodman, 2004).

Ja os osteoclastos remodelam o osso conforme as tensdes mecéanicas locais,
degradando a matriz dssea e liberando os ions calcio. Eles se encontram em forma de
colénias direcionadas para a matriz 6ssea e se aderem a mesma, via integrinas e
proteinas do citoesqueleto, sendo o sitio predominante de adesao, os receptores de
vitronectina (integrina av3) que reconhecem sequéncias de proteinas especificas da
matriz 6ssea. Tal processo é facilitado pela catepsina k que expde a regiao av33 do
colageno (Pandit-Taskar et al., 2004; Serafini, 2001; Smith, 2011; Stevens & Lowe,
2001). A ativagao dessas integrinas leva ao recrutamento de c-Src, dependente de
Pyk2, para a membrana plasmatica que, entao, fosforila as isoformas das fosfatases de
tirosina quinase épsilon (cyt-PTPe), permitindo entdo a adesdo dos osteoclastos a
matriz e a consequente ativagdo e formacdo de uma estrutura dindmica conhecida
como podossomo. Tal estrutura é selada de forma que os osteoclastos liberem acido
cloridrico e proteases a fim de realizar a reabsorgcdo 6ssea apenas naquele local

(Smith, 2011).

O processo de digestdo da matriz inorganica se da através da producao de acido
cloridrico. O pH nessa regido pode atingir 4,5, dissolvendo a matriz organica e ativando
algumas proteinas, por exemplo, a cisteina proteinase catepsina k, a qual é ativada a

baixo pH e degrada o colageno tipo | (Smith, 2011).
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Tanto o processo de reabsorgao 0ssea quanto o processo de remodelamento
sao dinamicos e continuos, sendo muito bem controlados pelo organismo e regulados
por paratorménio, citocinas estimuladoras de osteoclastos e fatores de crescimento.
Durante a reabsorg¢ao 6ssea, fatores de crescimento e ions minerais sao liberados pela
matriz dssea. Esse processo pode ser inibido pela calcitonina, quando os niveis séricos

de ions calcio encontram-se elevados.

No entanto, no caso de algumas doengas Osseas, como O cancer, ocorre um
desequilibrio, principalmente na matriz organica, que leva a um crescimento exagerado
dos ossos ou a completa deplegdo do mesmo. Neste caso, os osteoclastos parecem
realizar uma reabsorcao inadequada, perdendo sua mobilidade, o que leva a uma

perfusao profunda (Smith, 2011).

1.3. Sindrome Incurével do Cancer Osseo:

O processo metastatico nos ossos acomete 50% dos pacientes diagnosticados
com cancer (Smith, 2011). Aproximadamente 65% dos pacientes com cancer de
prostata ou mama e 35% daqueles com cancer avangado de pulmao, tiredide e rim
terao metastase 6ssea sintomatica (Paes et al., 2011). Alguns fatores favorecem o
surgimento de metastase nos 0ssos, tais como fluxo sanguineo aumentado nas regioes
de medula vermelha e uma matriz com fatores de crescimento armazenados, que sao
liberados com o desenvolvimento do tumor (Meohas et al., 2005; Paes et al., 2011;
Paes & Serafini, 2010; Pandit-Taskar et al.,, 2004; Roodman, 2004; Serafini, 2001;

Smith, 2011). A metastase ocorre através de um processo patolégico complexo. Para
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esta ocorrer sao necessarios 0s seguintes passos: i) crescimento tumoral no foco
primario; ii) invasao da matriz extracelular e migracdo para o estroma intersticial; iii)
angiogénese e linfangiogénese que ajuda tanto na expansdo em tamanho do tumor
quanto na possibilidade de metastase, uma vez que, através desses vasos, a célula
tumoral pode atingir a corrente sanguinea ou linfatica; iv) desligamento das células
cancerosas; V) extravasamento do tecido; vi) sobrevivéncia na circulagao; vii)
quimioatracdo por alguns fatores como fator derivado do estroma 1 (SDF-1 ou
CXCL12); viii) arrastamento na parede endotelial da medula 6ssea; ix) extravasamento
para o tecido 6sseo e menor adesao célula-célula éssea; x) estabelecimento de um
microambiente metastatico via um cross-talk entre as células cancerosas e os

osteoblastos; x) proliferacdo no parénquima do tecido 6sseo (Finlay et al., 2005).

As células tumorais possuem moléculas de adeséao alteradas, uma vez que, para
invadirem outros tecidos precisam interagir com proteinas da matriz, com células do
estroma e com células endoteliais e sanguineas. As proteinas comumente modificadas
sao: a caderina, principalmente a E-caderina nos carcinomas de mama, prostata e
tiredide; as moléculas de adesao celular (CAMs) para interacdo célula-célula; e as
integrinas para a interagcdo ceélula-matriz extracelular. Essas alteragcbes permitem a
proliferacdo descontrolada dessas células, ou ainda, potencializam a interagcdo com
fibroblastos e células endoteliais, 0 que permite a mobilidade e invasao do tecido pelas

células tumorais (Melo et al., 2003).

As integrinas sinalizam a célula sadia quais as adequagdes necessarias para se
adaptar ao meio extracelular, podendo sinalizar a mesma que ela foi desalojada,

permitindo que se inicie um processo de morte celular programada por apoptose. Nas
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células cancerosas ha uma variacdo no padrao de expressao e funcao das integrinas,
principalmente quanto a integrina a6p1, que se torna responsavel pelo processo de
migracao disfuncional. Essa migracdo pode ocorrer pelo movimento individual
(migracdo amebdide) ou pelo movimento celular coletivo carreando células

heterogéneas entre si (Melo et al., 2003).

As células tumorais recrutam células endoteliais a fim de formarem estruturas
vasculares que garantam ao tumor um influxo de nutriente e oxigénio. Tal processo é
conhecido como angiogénese, no entanto, os vasos formados possuem diametro
irregular, paredes finas e mais permeaveis. Quando formados esses vasos sanguineos,
algumas células tumorais podem se soltar do tumor e migrar para dentro dos mesmos,
diferentemente das células normais que durante tal processo se fragmentariam (Melo et

al., 2003).

Uma vez no tecido dsseo, as células cancerosas ndao conseguem destrui-lo por si
s0, no entanto, podem secretar fatores paracrinos, por exemplo: o peptideo relacionado
ao horménio da paratiredide (PTHrP), que estimula a expressdo de RANKL,; proteina
inflamatdéria de macrofago 1 e interleucina-6 (IL-6). Juntos, esses fatores levam ao
estimulo dos osteoblastos e/ou osteoclastos. As células cancerosas estimulam o
sistema RANKL/RANK e por conseguinte a osteoclastogénese. Além disso, o ativador
de plasminogénio tipo uroquinase (uPA), aumentado na regido do tumor, ativa a
capacidade proteolitica das metaloproteinases (MMPs) constituintes da matriz éssea.
Essas por sua vez ajudam na desestruturacédo do tecido (Melo et al., 2003; Roodman,

2004; Smith, 2011). Nao obstante, no caso do tumor primario ser cancer de préstata, ha
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a producao de uma serino protease (PSA), que quando secretada no tecido 6sseo
degrada a matriz desse, permitindo a liberacédo de alguns fatores de crescimento, como
IGF e TGF-p. Estes, por sua vez, estimulam os osteoblastos (Roodman, 2004). Os
quadros apontados acima culminam com o desenvolvimento da metastase Ossea
osteoblastica (superproducdo de o0sso) e/ou osteolitica (quebra/disrupgdo Ossea)
(Pandit-Taskar et al., 2004; Serafini, 2001; Smith, 2011). A maioria dos pacientes com
cancer de mama apresenta metastase 0ssea osteolitica, ja em pacientes com cancer

de prostata € mais comum a metastase osteoblastica (Roodman, 2004).

Esse quadro da metastase 6ssea pode causar: osteopenia, que aumenta o risco
de fraturas patoldgicas e lesdes na medula espinhal devido a desestruturagao do osso
no local do tumor, sendo mais comum em pessoas que apresentam apenas um local de
metastase; hipercalemia maligna e problemas metabdlicos, uma vez que a degradagao
da matriz 6ssea libera ions calcio; além de uma dor profunda e constante, que no inicio
é fraca e de baixa intensidade, no entanto, conforme a doenca avanca, a dor alcanca
um estado cronico com episddios agudos e lancinante, mesmo o paciente estando
medicado com analgésico (Coleman, 2000; Paes et al., 2011; Pandit-Taskar et al.,
2004; Smith, 2011). Passaremos a nos referir sobre esse conjunto de sinais e sintomas

“Sindrome Incuravel da Metastase Ossea” (SIMO).

A dor é um dos principais sintomas e acomete 83% dos pacientes diagnosticados
com SIMO (Smith, 2011). Os receptores de dor dos tecidos corpéreos sao terminacoes
nervosas livres espalhadas por todos os tecidos do corpo e com maior concentragao na

pele. Diferentes fatores sado responsaveis por esse estimulo, como o estresse
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mecanico, extremos de calor e frio, substancias quimicas (bradicinina, serotonina,

histamina, ions potassio) entre outros (Guyton, 1984).

A dor na SIMO pode ser proveniente de diversos fatores que causam
hiperalgesia e alodinia’; ostedlise elevada que pode levar a fratura patoldgica;
inflamacdo de astrécitos® da medula espinhal; diminuigdo do pH na regido do tumor;
instabilidade mecanica de ossos fracos; alta pressao inter-6ssea; e estimulacdo de
nervos nociceptores periféricos devido a producdo de mediadores, como citosinas,
prostaglantina E, bradicinina, serotonina, substancia P, fator de necrose tumoral (TNF),
entre outros, pelas proprias células cancerosas ou por células sadias vizinhas (Meohas

et al., 2005; Paes et al., 2011; Roodman, 2004).

A dor aumenta com a atividade fisica, assim como o risco de fratura. Além disso,
atividades que normalmente ndo causam dor, como tossir e movimentos leves com os
bracos, sao descritos como muito dolorosos (Guyton, 1984; Paes et al., 2011; Paes &

Serafini, 2010; Smith, 2011; Stevens & Lowe, 2001).

1.4. Diagnéstico da Sindrome Incurdvel da Metdstase Ossea:
O diagnéstico da metastase 6ssea se inicia com testes laboratoriais, tais como
hemograma completo, dosagem de eletrélitos (sodio, potassio, calcio entre outros),

dosagem de enzimas como a fosfatase alcalina e a desidrogenase latica, dosagem de

1 . . . . ~
Alodinia: crescimento 6sseo desregulado que leva ao estiramento ou compressao de estruturas
sensiveis como nervos e vasos sanguineos e linfaticos.

% Astrocitos: sdo células que fazem parte do cérebro e da medula espinhal e possuem como principais
fungdes a sustentacao e a nutricao dos neurénios.
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marcadores tumorais, dosagem hormonal, entre outros (Meohas et al.,, 2005). O
diagnodstico tem continuidade com estudos por imagem. Iniciando, segundo Coleman
(2000) e Meohas et al. (2005), por uma radiografia simples do local acometido, com o

intuito de ser realizada uma primeira analise da gravidade do tumor.

Em seguida pode-se realizar um diagndstico mais preciso e completo por um
dos seguintes métodos: cintilografia 6ssea usando Mendronato de sodio (MDP)
marcado com %™Tecnécio, tomografia de ressonancia magnética nuclear (RMN)
utilizando Gadolineo como contraste, tomografia por emissao de positrons (PET Scan)
ou tomografia por emissdo de pdsitrons associada a tomografia computadorizada
(PET/CT) usando fluordeoxiglicose marcada com '®F. O dltimo é aquele que apresenta
resultados mais satisfatorios no diagnéstico da SIMO. Nesses exames de imagem, a
metastase 6ssea pode ser classificada como: osteoblastica, osteoclastica, ou mista.
Além disso, podem delinear a extensdo e gravidade da doenca e advertirem para o
risco de fratura e compressao do nervo (Even-Sapir et al., 2006; Meohas et al., 2005;

Paes et al., 2011).

1.5. Tratamento da Sindrome Incurdvel da Metéstase Ossea:

Apesar de incuravel os tratamentos disponiveis para a SIMO visam a melhora
de qualidade de vida do paciente, através do alivio total ou parcial da dor, por uma
diminuicdo da morbidade esquelética, menor chance de fraturas patoldgicas e
descompressao neuroldgica (Meohas et al., 2005; Smith, 2011; Stevens & Lowe, 2001).

E importante ressaltar que, nenhum tratamento sozinho é adequado para o controle
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efetivo da dor gerada pela SIMO, sendo necessario combinar pelo menos um

tratamento de acéao sistémica com um de acéao local (Paes et al., 2011).

O tratamento tradicional segue o Guia de Analgésico para Alivio da Dor da OMS
e a Monografia para Alivio de Dor por Cancer, que ja foi validado em varios paises
(Smith, 2011). Inicia-se o tratamento com dipirona, paracetamol e os analgésicos nao
esteroidais (AINES), principalmente os inibidores da ciclooxigenase-2 (COOX-2)
seletivos que tem propriedades anti-tumor e antiangiogénica, para dor fraca a
moderada. Em seguida, conforme a doenca progride, utilizam-se os opidides fracos e
de acao curta juntamente com aspirina e paracetamol, até substituir o uso destes por
opidides de longa duragcdo, como a morfina. Essa classe farmacéutica, em geral, leva
ao alivio da dor, mas possue uma dose limitada devido aos seus efeitos colaterais, tais
como: constipacdo, nausea, disforia, sonoléncia, tolerancia, imunosupressao, limitagao

mental e vicio (Paes & Serafini, 2010; Smith, 2011).

Alguns hormdnios podem ser usados no tratamento da SIMO, dentre eles 0 mais
comum € a calcitonina que inibe a fungdo de reabsorcdo Ossea pelos osteoclastos
(Meohas et al., 2005; Smith, 2011; Stevens & Lowe, 2001). No entanto, de acordo com
Paes et al. (2010), conforme a doenca progride, os tumores se tornam resistentes a

hormonios e a dor reincide.

Os bifosfonatos inibem a funcdo dos osteoclastos e assim o processo de
reabsor¢cao 6ssea (Meohas et al., 2005; Smith, 2011; Stevens & Lowe, 2001). Aqueles
de primeira geragcéo dao origem a metabdlitos dentro da célula, analogos de ATP, que

interferem no potencial de membrana das mitocéndrias e levam essas células a
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apoptose; ou de segunda geragdo, que sao internalizados pelos osteoclastos sem
sofrerem metabolizacdo e atuam em enzimas cruciais para essas células,
principalmente nas modificagdes pds-transcricionais de varias GTPases bloqueando,
assim, o transporte vesicular dentro das células, impossibilitando a formagao da zona
selada pelos osteoclastos. Essa ultima geragdao de bifosfonatos também podem ser
conjugados a adenosina monofosfato (AMP), formando um analogo de adenosina
trifosfato (ATP) que levam essas células a apoptose (Coleman, 2000; Smith, 2011).
Além disso, eles estimulam a diferenciacdo dos osteoblastos levando a formacéo e
reparo do 0sso, 0 que é uma vantagem na regeneragao deste no caso de metastases
osteoclasticas e uma desvantagem no caso de metastases mistas. Os bifosfonatos sao
recomendados nos seguintes casos: reducao de fraturas patoldgicas e compreensao da
medula éssea em consequéncia a SIMO (Paes & Serafini, 2010). Os efeitos colaterais
dos bifosfonatos sado: dores estomacais e refluxo; sintomas similares a gripe quando
injetados; astralgia; febre; mialgia; aumento da dor 6ssea nas primeiras horas pos-
injecao; faléncia renal; e osteonecrose da mandibula e maxila devido ao uso

prolongado (Paes & Serafini, 2010; Passeri et al., 2011).

O tratamento cirurgico € o mais eficiente em muitos casos, pois melhora tanto os
sintomas como a doenga propriamente dita. Ele pode ser uma cirurgia de intervencgao,
remocao de parte do tecido, bloqueio do nervo ou aumento vertebral por vertebroplastia
através da injecao de polimetilmetacrilato. (Coleman, 2000; Smith, 2011). No entanto,
segundo Smith (2011), dificilmente o paciente consegue se submeter a cirurgia, uma
vez que sua saude encontra-se muito debilitada sendo o risco cirurgico maior do que o

beneficio.
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A quimioterapia visa a morte celular e a destruigdo do tumor. No entanto, ndo ha
nenhum medicamento dessa classe especifico para metastase 6ssea. Além disso, a
administracao é dificil e tem muitos efeitos adversos (Meohas et al., 2005; Paes et al.,

2011; Stevens & Lowe, 2001).

A radioterapia externa tem se mostrado um tratamento bastante eficiente, pois
reduz a intensidade da dor; melhora a analgesia, com consequente diminuigcdo do uso
de analgésicos; e diminui o risco de fraturas (Paes et al., 2011; Smith, 2011). Essa
terapia atua de diferentes modos: através da morte de células cancerosas e
progenitoras de osteoclastos e pela inativagao de osteoblastos radiossensiveis, o que
também reduz a ativagao dos osteoclastos (Meohas et al., 2005; Smith, 2011; Stevens
& Lowe, 2001). Assim, a radioterapia externa é o tratamento indicado para metastase
Ossea localizada em uma regido, ndo sendo eficiente para metastase multifocal, nem
em locais que ja foram submetidos anteriormente a radiacao (Paes et al., 2011). Além
disso, ela também nao é recomendada para locais que sofreram fraturas patoldgicas,
uma vez que inibe a condrogénese, ndao permitindo a cura dessa fratura (Coleman,
2000). O tratamento de radioterapia apresenta alguns efeitos colaterais como
supressado da medula éssea, diarreia, nausea, linfodema, fadiga, pneumonite devido a

radiacao, perda de cabelo, dentre outros (Paes et al., 2011).

Recentemente, os radiofarmacos vém despontando como um tratamento local
contra a dor desenvolvida na SIMO, principalmente para aqueles pacientes com
metastases 6sseas multiplas e que ja foram previamente tratados com outras terapias
sem melhora significativa na clinica (Paes et al., 2011). Essa classe farmacéutica é

constituida de duas partes principais. A primeira consiste em um radionuclideo, que &
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responsavel pelas propriedades fisicas desse medicamento. Estes podem ser
principalmente emissores de beta (terapéutica). A segunda parte da molécula € um
vetor fisioldgico que possui a fungao de carrear o radionuclideo até o 6rgao desejado
(Santos- Oliveira, 2010). Segundo Paes et al. (2011), uma vantagem desse tipo de
estrutura € que a radiagao pode ser direcionada seletivamente a tumores pequenos e

subclinicos.

Os radiofarmacos sao indicados para o tratamento da dor éssea provinda de
metastases osteoblastica ou mista. Esse tratamento apresenta algumas vantagens, tais
como: evita o uso de radioterapia externa, sao de facil administracao intravenosa,
tratam de sitios multiplos e diversos e, por fim, diminuem o uso de quimioterapicos e
analgésicos, diminuindo a dependéncia, no caso de opidides. Apresentam poucos
efeitos adversos como enj6o, vémito, diarréia e possivel dano aos tecidos. Dessa
forma, esta terapia representa aumento de qualidade de vida do paciente, assim como,
de sua sobrevida, principalmente quando usadas no paciente recém-diagnosticado,
podendo ser seguida de quimioterapicos ou radioterapia. Além disso, sao
medicamentos com doses individualizadas, baseadas nas caracteristicas do paciente

(Paes & Serafini, 2010).

Os radiofarmacos podem ser usados na forma de monoterapias ou
conjuntamente com outras terapias e, em geral, apresentam boa tolerancia. Eles
possuem como contra-indicagdo absoluta a gravidez (6-12 meses depois de ser
administrada a dose) e, também, a amamentagao (Brenner et al., 2001; Paes et al.,
2011; Pandit-Taskar et al., 2004; Serafini, 2001; Smith, 2011). Outra contra-indicagao é

a citopenia devido a possivel mielossupressdo causada pela administracdo dos
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radiofarmacos. Por conta disso, os candidatos para o uso desses farmacos devem ter
feito exame sanguineo com contagem completa de plaquetas e células brancas (Paes

et al., 2011; Serafini, 2001).

1.5.1: Radiofarmacos usados no tratamento da SIMO:

Os radiofarmacos - todos emissores de particula beta - atualmente utilizados no
tratamento da dor 6ssea causado pela Sindrome Incuravel da Metastase Ossea sdo:
Fosforo-32 Ortofosfato (**P-Ortofosfato), Cloreto de Estréncio-89 (3°SrCl), Rénio-186 ou
Rénio-188 ligado a hidroxietileno difosfonato ('**Re-HEDP) e Samario-153 ligado ao
acido etilenodiaminatetrametilenofosférico ('°*Sm-EDTMP) (Paes & Serafini, 2010; Paes

et al, 2011; Smith, 2011).

O Fosforo-32 ortofosfato possui grande atracado pelo tecido 6sseo devido ao
elemento Fdésforo, que € um dos constituintes dos cristais de hidroxiapatita presentes
na matriz inorganica desse tecido. Pelo mesmo motivo, ele pode ser incorporado na
estrutura do DNA e/ou RNA (Paes et al., 2011). O **P decai via emissdo de particulas
beta de alta energia (1,7MeV) e seu tempo de meia-vida fisica é igual a 14,3 dias
(Saha, 2010). Segundo Smith (2011), 83% dos pacientes apresentam alivio da dor. No
entanto, este radiofarmaco por ser incorporado aos acidos nucleicos e ao tecido ésseo,
foi o que apresentou, até agora, mais casos de mielossupressao acentuada e
irreversivel, sendo, por conta disso, 0 menos utilizado na pratica clinica (Brenner et al.,

2001; Paes & Serafini, 2010; Pandit-Taskar et al., 2004; Smith, 2011).

O estroncio-89 € um cation divalente que no meio biolégico comporta-se como

calcio, sendo incorporado nos cristais de hidroxiapatita, depositando-se na matriz
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inorganica do tecido 6sseo (Paes et al., 2011). O ®°Sr emite particulas beta com o
maximo de energia de 1,43MeV e, dentre os radionuclideos usados no tratamento da
SIMO é o que possui maior tempo de meia-vida fisico: 50,6 dias (Saha, 2010). Assim,
segundo Smith (2011), 80% dos pacientes que fazem uso desse medicamento
apresentam trombocitopenia e leucopenia profunda. Dessa forma, o uso dessa terapia
nao mostrou grande diferenca em relacdo a radioterapia externa (Paes et al., 2011;

Pandit-Taskar et al., 2004; Saha, 2010; Serafini, 2001; Smith, 2011).

O radiofarmaco '®®Re-HEDP tem uso aprovado apenas na Europa para a
administracao contra a dor 6ssea causada pelo SIMO. Ele possui uma meia vida fisica
de 89,3h e emite particulas beta com energia igual a 1,07MeV. O alivio da dor pode
variar de 1-12 meses, sendo o0s principais efeitos adversos uma mielosupressao
reversivel em 8 semanas e um aumento leve na dor em alguns dias apds a injegao

(Brenner et al., 2001; Paes & Serafini, 2010; Sciuto et al., 2000).

O radionuclideo '®Re é o emissor beta de mais alta energia (2,12MeV) dentre os
cinco usados no tratamento da SIMO. Devido a alta energia das particulas beta emitida
por esse radionuclideo, sua penetragcdo no tecido 6sseo pode chegar a 10,4mm (Paes
& Serafini, 2010; Palmedo et al., 2000; Palmedo et al., 2003). Os principais efeitos
colaterais sdo leucopenia e trombopenia (Smith, 2011). Esse radiofarmaco ainda esta

sob pesquisa clinica (Palmedo et al., 2000; Palmedo et al., 2003).

O radiofarmaco "**Sm-EDTMP é comumente usado na clinica para tratamento da
dor da SIMO e, segundo Serafini (2001), 70-80% dos pacientes tratados apresentaram

alivio total ou parcial da dor sendo observada em alguns casos a regressao da
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metastase (Paes et al., 2011). Em um estudo comparativo com o radiofarmaco %SrCl, o
193Sm-EDTMP apresentou melhores resultados (Baczyk et al., 2007). O grupamento
EDTMP faz com que o complexo se concentre no 0sso, principalmente por se ligar aos
cristais de hidroxiapatita presentes neste tecido, em areas em que a atividade
osteoblastica estd aumentada. Assim, este radiofarmaco possui uma preferéncia por

metastase osteoblastica (Paes et al., 2011).

O "Sm-EDTMP é produzido pelo bombardeio de néutrons no oxido de
%2samario, que &, entdo, complexado com o Ca-EDTMP (Paes et al., 2011; Saha,
2010). O "™3Sm possui emissao de particulas beta de diferentes energias: 810 keV 20%,
710 keV 50% e 640 keV 30%, sendo a maior parte de média energia. Desta forma, atua
mais superficialmente nos ossos, atingindo a medula 6ssea em menor quantidade
quando comparado aos outros radiofarmacos citados. Seu tempo de meia-vida fisica é
de 46,5h, sendo consideravelmente menor do que o dos outros (Eary et al., 1993; Paes
et al., 2011; Pandit-Taskar et al., 2004; Saha, 2010; Serafini, 2001; Smith, 2011). Em
0ssos sadios e com poucos orificios, a penetracdo € muito pequena, ndo chegando a
atingir a medula de forma significativa. A penetragdo em tecidos moles é relativamente
baixa e existe a vantagem do EDTMP ter atragao pelas células 6sseas (Brenner et al.,
2001; Eary et al., 1993; Pandit-Taskar et al., 2004; Serafini, 2001). De acordo com Paes
et al. (2011), a dose no osso varia entre 15-95% dependendo da atividade
osteoblastica, acumulando cinco vezes mais na metastase do que no tecido 6sseo
sadio. A medula e a bexiga também sao irradiadas com uma dose menor. Os outros
4rgdos ndo recebem doses mensuraveis (Paes & Serafini, 2010). O '°Sm emite

particulas gama de 103keV, o que pode ser utilizado para fazer o acompanhamento do
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tratamento depois da administragdo e controlar sua distribuicdo no tecido. Esse exame
€ comparavel ao feito com ®mTc.MDP e, através dele, pode-se individualizar a dose
conforme o paciente (Brenner et al., 2001; Eary et al., 1993; Even-Sapir et al., 2006;
Meohas et al., 2005; Paes et al., 2011; Pandit-Taskar et al., 2004; Saha, 2010; Serafini,

2001; Smith, 2011).

A administracdo do "®*Sm-EDTMP & por via intravenosa e a dose recomendada é
de 1.0mCi/kg (37MBqg/kg). O alivio da dor tem inicio entre 48h a quatro semanas apods a
injecdo e pode permanecer por até 16 semanas. Em muitos casos, o uso de
analgésicos é diminuido, chegando algumas vezes a ser retirado por completo (Brenner
et al., 2001; Eary et al., 1993; Meohas et al., 2005; Pandit-Taskar et al., 2004; Saha,
2010; Serafini, 2001; Smith, 2011). O tempo de meia-vida biolégico desse radiofarmaco
€ de 65min, restando apenas 1% na circulagdo sanguinea ap6s uma hora da
administracdo. A excrecdo se da por via renal e estd completa apés 6h da
administracao (Brenner et al., 2001; Eary et al., 1993; Paes et al., 2011; Serafini, 2001;

Smith, 2011).

Apesar da eficiéncia de uma unica dose, a administracao de repetidas doses
com um espagamento de seis a oito semanas mostrou-se mais eficaz no alivio da dor
(Paes & Serafini, 2010; Saha, 2010; Smith, 2011). No entanto, neste caso se observa
uma maior chance de mielossupressao, mesmo que reversivel (Saha, 2010). Este efeito
adverso ocorre devido ao tratamento crénico com particulas beta. Pacientes com maior
comprometimento do tecido 6sseo, devido a metastase, apresentam maior toxicidade
na medula, pois a penetracdo até esta € mais facil, o que pode levar a uma

trombocitopenia. Nesta, células brancas e vermelhas do plasma decaem nas primeiras
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trés a quatro semanas. No entanto, na grande maioria dos pacientes, estas células
voltam ao normal depois de oito semanas (Paes & Serafini, 2010). O uso de '**Sm-
EDTMP é contra-indicado em pacientes alérgicos a fosfato e nao deve ser administrado
no mesmo dia que bifosfonatos, pois, apesar de ndo comprovada, pode haver uma
competicao pelo sitio ativo nos cristais de hidroxiapatita. O uso em pacientes com
insuficiéncia renal deve ser monitorado, visto que o rim é o 6rgao responsavel pela
excrecao desse farmaco (Paes et al., 2011; Pandit-Taskar et al., 2004; Saha, 2010;

Serafini, 2001; Smith, 2011).

Comparando todas as caracteristicas dos diversos radionuclideos descritos
acima, podemos compreender porque o '>°Sm-EDTMP é considerado o principal
radionuclideo de escolha no combate a SIMO (Paes et al., 2011). O EDTMP pode ter
sua biodistribuicdo estudada independente do radionuclideo, uma vez que ele é o vetor
bioldgico. Assim, devido as vantagens apresentadas anteriormente este foi o composto
de escolha deste trabalho, pois os resultados obtidos apenas com o EDTMP podem ser

estendidos ao radiofarmaco '>*Sm-EDTMP.

1.6. Nanotecnologia e nanorradiofarmacos:

O desenvolvimento de novas formulagdes farmacéuticas, tanto para uso na
terapia quanto no diagndstico, mostrou-se um dos desafios na area da saude nas
ultimas décadas (Kanzaki et al., 2010; Mosconi et al., 2010; Peterson & Gropler, 2010;
Roca et al., 2010). Ao longo dos anos, problemas como retengcao ou degradacao de

agentes terapéuticos, baixa solubilidade, baixo direcionamento e efeitos colaterais
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impossibilitaram o uso de muitas formulagdes (Bhirde et al., 2011; Formariz et al., 2004;

Han et al., 2008; Koo et al., 2005; Schaffazick et al., 2003).

Os recentes avangos no campo da nanotecnologia podem ser aplicados a
farmacologia no intuito de resolver os problemas acima citados e tém se mostrado
excelentes ferramentas. De acordo com Mora-Huertas, Fessi & Elaissari (2010), as
pesquisas ja abrangem diferentes classes farmacéuticas, tais como: antineoplasicos,
antiinflamatorios, imunossupressores, antigenos, horménios, antivirais, antibidticos,
antifungicos, diuréticos, vitaminicos, entre outros. O advento do desenvolvimento de
radiofarmacos em escala nanométrica, chamados nanorradiofarmacos, propicia um
novo paradigma tanto para a Medicina Nuclear quanto para a Radioprotecéo e
Dosimetria e desponta como alternativa viavel ao tratamento e diagndstico de tumores

(Garnett & Kallinteri, 2006; Ting et al., 2010).

Na area farmacéutica os nanocompostos mais utilizados sao: dendrimeros,
micelas, nanoparticulas poliméricas, nanoemulsdes e lipossomas (Bhirde et al., 2011;
Koo et al., 2005; Schaffazick et al., 2003). Cada uma dessas formulacbes apresenta
caracteristicas particulares, mas a escolha adequada permite, a principio, vantagens no
transporte de farmacos até um alvo especifico, ou seja, um maior biodirecionamento,
levando a uma maior eficacia terapéutica; modificagdo na distribuicdo tecidual do
farmaco; protegao gastrointestinal; maior estabilidade do principio ativo; capacidade
diferenciada de ultrapassar barreiras biologicas; liberacdo controlada/sustentada;
capacidade de mascarar sabores indesejaveis e baixos indices de efeitos colaterais
(menor toxicidade). Tais estruturas apresentam tamanho diminuto, variando, em geral,

entre 100-500nm. O tamanho da nanoparticula também influencia as propriedades
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citadas acima, em particular, o biodirecionamento, distribuicdo tecidual e liberagao

controlada (Mora-Huertas et al., 2010).

Em geral, os nanomateriais ndo conseguem penetrar membranas facilmente,
sendo dependente da anatomia e fisiologia do organismo para determinar sua
distribuicdo. Uma vez feita a administracdo intravenosa, os nanofarmacos nao
conseguem seguir a rota paracelular, que seria por entre as jungdes das células
endoteliais vasculares, pois esse espacamento € menor que 2nm (Garnett & Kallinteri,
2006). Uma rota alternativa que pode ser usada é por dentro das células endoteliais,
conhecido como transcistose. No entanto, esse processo também €& dependente do
tamanho, em geral, quanto maior a nanoestrutura, mais dificil € sua passagem (Garnett
& Kallinteri, 2006). Entretanto, em patologias como tumores sélidos e locais inflamados,
o endotélio esta defeituoso e fenestrado, permitindo a entrada de estruturas maiores.
No caso especifico de tumores, a falta de vasos linfaticos funcionais e a maior
fenestracao (100 a 600nm) nos vasos sanguineos permitem o acumulo e a retencao do

material nanométrico nessa regiao (Cho et al., 2008; Garnett & Kallinteri, 2006).

Como mencionado anteriormente, o pH na regidao tumoral pode chegar a 4,5
(Smith, 2011). Assim, a nanoencapsulagao dos farmacos os protege da agao do pH e
das enzimas, permitindo que este mantenha sua forma e atue melhor sobre as células
tumorais. Outro ponto favoravel do encapsulamento do farmaco em sistemas
nanoestruturados seria sua protegao contra os mecanismos de resisténcia a drogas das
células, como é o caso da resisténcia mediada pela glicoproteina-P, aumentando assim

a concentracgao do principio ativo na célula cancerigena (Cho et al., 2008).
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A fim de acompanhar a biodistribuicédo in vivo, alguns métodos de marcacao das
nanoparticulas foram desenvolvidos, estes sao considerados de grande valia, uma vez
que nao sao invasivos e permitem a analise quantitativa da distribuicdo das particulas
ao longo do tempo por imagens (Pysz et al., 2010; Soundararajan et al., 2009). O
processo mais comum & encapsular na nanoparticula o farmaco complexado com *™Tc
para visualizagdo em gama camara ou, entdo, complexa-lo com gadolineo ou outro
metal coloidal, para imagem por RMN. No entanto, como a sonda nao faz parte da
estrutura em si ela pode ser liberada gerando um falso resultado (Vauthier &
Bouchemal, 2009). Outro meio &€ marcar diretamente o polimero, tanto durante a
formagao da nanoparticula quanto apés a formacao desta (Ting et al., 2010; Vauthier &
Bouchemal, 2009). Como exemplo, temos a marcacdo direta com **"Tc ou a
substituicdo do préton por um agente fluorescente (Patricio et al., 2011; Vauthier &
Bouchemal, 2009). A principal desvantagem dessa metodologia € o aumento da
nanoparticula, o que pode alterar a distribuicdo real da particula (Vauthier &

Bouchemal, 2009).

E possivel modular a biocompatibilidade das nanoestruturas com tecidos e
células por meio da composi¢cdo quimica adequada de seus constituintes, por exemplo,
associando um ou mais ligantes especificos em sua superficie (Formariz et al., 2004;
Koo et al., 2005; Mora-Huertas et al., 2010; Morales, 2007; Schaffazick et al., 2003;
Silva et al., 2003). Inumeras alternativas tém sido testadas: a conjugacao de moléculas
bioativas ou de ligantes especificos na sua superficie, em especial peptideos e
anticorpos; mudangas na hidrofobicidade; mudancas na carga da superficie; entre

outros. Tais alteragbes na superficie das nanoestruturas tém mostrado excelentes
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resultados, uma vez que aumenta sua quimiotaxia pelas células alvos, sem alterar a
estrutura do principio ativo e sua eficacia (Cho et al., 2008; Mora-Huertas et al., 2010;

Morales, 2007; Vauthier & Bouchemal, 2009).

Além dessas caracteristicas, propriedades adicionais podem ser obtidas
conjugando esses compostos a outros elementos nanoestruturados ou mesmo
utilizando polimeros biocompativeis dotando-os, dessa forma, de caracteristicas
superiores a sua formulagdo original (Duncan, 2006; Formariz et al., 2004; Mora-
Huertas et al., 2010; Mosconi et al., 2010). Como exemplo, temos o uso do polimero
PVA (acetato de polivinila) que quando na composi¢cdo de nanoparticulas fornece uma
hepatoprotecdo, sendo de grande utilidade para a manutencdo do farmaco na

circulagao sanguinea (Vauthier & Bouchemal, 2009).

As nanoparticulas, quando ainda na circulagdo sanguinea, podem ser cobertas
por proteinas do soro, como anticorpos e fatores do sistema complemento, que atuam
como opsoninas. Essas facilitam a ligagdo das nanoparticulas as células fagociticas,
principalmente macréfagos e neutréfilos. Como ha grande concentracdo de fagoécitos
mononucleares nos o6rgaos pertencentes ao sistema reticulo endotelial, principalmente
figado, baco e nodulos linfaticos, essas nanoparticulas podem ser retiradas da
circulagcao sanguinea em menos de 5 min (Garnett & Kallinteri, 2006). Esse processo é
dependente de caracteristicas fisico-quimicas dos nanocompostos tais como: tamanho,
carga e hidrofobicidade (Cho et al., 2008; Duncan, 2006; Formariz et al., 2004; Garnett
& Kallinteri, 2006; Mora-Huertas et al., 2010; Mosconi et al., 2010). Nanocompostos
menores que 200nm conseguem ultrapassar as fenestras entre as células de Kupffer no

figado, com isso sao aprisionados nesse 6rgao com mais facilidade (Cho et al., 2008).
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Nanoparticulas carregadas negativamente possuem um tempo de depuragcdo menor
que compostos neutros ou carregados positivamente. Por fim, alguns estudos mostram
que o recobrimento das nanoparticulas com copolimeros hidrofilicos, como polietileno
glicol, diminuem o reconhecimento das particulas pelo sistema imunoldgico e permitem
que estas permanegam na circulagao sanguinea por mais tempo (Garnett & Kallinteri,

2006; Mora-Huertas et al., 2010; Schaffazick et al., 2003; Vauthier & Bouchemal, 2009).

1.6.1. Nanoparticulas poliméricas:

As nanoparticulas poliméricas sao divididas principalmente em: nanoesferas e
nanocapsulas. As nanoesferas sado sistemas macicos nos quais os farmacos estao
dispersos ou solubilizados em sua matriz polimérica. Ja& as nanocapsulas séao
normalmente constituidas por um involucro polimérico ao redor de um nucleo liquido
hidrofébico ou hidrofilico, no qual o principio ativo pode estar no nucleo, embebido na
membrana polimérica ou na superficie da estrutura dependendo do momento em que
se adiciona o farmaco (figura 3) (Duncan, 2006; Formariz et al., 2004; Mora-Huertas et

al., 2010; Mosconi et al., 2010; Vauthier & Bouchemal, 2009).

Nanoesferas Nanocapsulas

& 00

Nanoesferas Complexo Nanogel
Lipofilicas polieletrélito

Nanoesferas hidrofilicas

Figura 2: Estrutura de diferentes nanoparticulas poliméricas. A esquerda é possivel observar
estruturas macigas classificadas como nanoesferas. Ja a direita observam-se estruturas com um nucleo
liquido recoberto por um invélucro polimérico classificado como nanocapsulas (Vauthier and Bouchemal,

2009).
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As vantagens de sistemas nanoencapsulados como carreadores de farmacos
sdo principalmente: uma possivel alta eficiéncia do encapsulamento, uma vez que o
farmaco esta soluvel no nucleo; menor quantidade de polimero quando comparado com
nanoesferas; existéncia de um invélucro protetor contra a degradacédo do farmaco por
alguns fatores como pH e luz; e menor irritagdo dos tecidos que entram em contato com
a formulacdo farmacéutica (Mora-Huertas et al., 2010). Alguns estudos mostram
algumas outras vantagens como: favorecem a farmacocinética dos farmacos,
aumentam a biodisponibilidade do principio ativo, aumentam o efeito terapéutico,
reduzem a hepatotoxicidade, permitem a penetragdo na mucosa da pele e podem
possuir biocompatibilidade com a mucosa ocular (Jeong et al., 2008; Mainardes et al.,
2010; Nassar et al., 2009; Pereira et al., 2008; Prego et al., 2006; Vila et al., 2002).
Devido ao tamanho, que pode variar entre 100-500nm, os meios de administragao
podem ser diversos: oral, retal, transdérmico, ocular, nasal, subcutaneo, intraperitoneal,

intramuscular e intravenoso (Mora-Huertas et al., 2010; Vauthier & Bouchemal, 2009).

Segundo Mora-Huertas et al. (2010), existem seis métodos de preparagao de
nanocapsulas: nanoprecipitagdo, emulsificagao-difusdo, dupla emulsificacao,
emulsificagao-coacervagao, revestimento polimérico e camada por camada. Esses
seguem como preceito basico formar uma emulsao e, a partir dessa, as nanoparticulas
sao formadas. Em geral o invélucro polimérico pode ser formado de duas formas: por
meio da polimerizagdo dos monémeros entre a fase dispersa e a fase continua ou pela
precipitacdo do polimero na superficie das goticulas devido a retirada do solvente
organico onde o polimero estava disperso. A polimerizagdo de mondmeros possui

algumas desvantagens como: poucos polimeros com tais caracteristicas estao
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disponiveis para aplicagao in vivo e a contaminacao da solucao final com nanoesferas e

mondmeros € grande (Vauthier & Bouchemal, 2009).

As caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, principalmente a solubilidade e
objetivo terapéutico, determinam a escolha do polimero, do tensoativo e da técnica de
produgdo da nanocapsula. Apesar de existirem muitos polimeros no mercado apenas
alguns podem ser utilizados in vivo, uma vez que devem apresentar algumas
caracteristicas, tais como: biodegradabilidade, rapida eliminagdo do organismo, baixa
toxicidade e imunogénico. Além disso, a escolha do polimero determina a porosidade e
espessura do invélucro que sao parametros importantes na protecao e liberacdo do
farmaco. Os tensoativos usados sao anfifilicos, com uma cabeca hidrofilica e uma
cauda hidrofébica, estabilizando a emulsdo. Outros parametros que também sao
considerados para a escolha da técnica de preparo de nanocapsulas sao: estabilidade
do principio ativo a técnica operacional da metodologia, eficiéncia de encapsulagao do
método, geracdo de contaminantes e metodologia de purificagdo (Mora-Huertas et al.,

2010; Vauthier & Bouchemal, 2009).

O método mais comumente usado e especialmente desenvolvido para
nanoencapsular farmacos hidrossoluveis € o de dupla-emulsificagdo, que consiste em
uma emulsdo de emulsdo formando um sistema agua/dleo/agua (a/o/a). A fase
dispersante é uma emulsdo, na qual as goticulas de dleo presentes sao originarias de
uma emulsdo de particulas aquosas. A fase oleosa é composta por um solvente
organico com o polimero disperso, e a fase aquosa contém o farmaco. O tensoativo
pode estar disperso em qualquer uma das fases ou em ambas. A primeira

emulsificacdo € realizada com um ultrassonicador e forma goticulas de
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agualtensoativo/farmaco dispersas na fase oleosa. Essa é entdo vertida sobre uma
solucado de agua/tensoativo, e € mais uma vez levada ao ultrassonicador para formar a
emulsdo a/o/a. O solvente organico deve ter um coeficiente de particao suficientemente
alto para difundir para o meio externo aquoso e poder ser retirado por rota-evaporagao
(evaporagao a vacuo). Quando o solvente &€ completamente retirado, tem-se uma
camada de polimero em torno de um nucleo (ou nucleos) aquoso, isto &, estruturas
semelhantes as capsulas (figura 3). O tensoativo possui dois papéis importantes nessa
metodologia: estabilizacdo das particulas aquosas na fase oleosa e, posteriormente,
estabilizador das particulas oleosas na fase aquosa; finalmente, depois do solvente
organico ser retirado, a presencga do tensoativo na superficie das nanocapsulas, previne

a precipitacao destas (Mainardes et al., 2010; Mora-Huertas et al., 2010).

Fase aquosa 2

Agitagao
Fase organica « Magnética

Fase aquosa 1

Figura 3: Preparo de nanocapsulas pelo método de dupla-emulsificagdo. Inicia-se com a
ultrassonicagdo de uma fase aquosa 1 com o principio ativo em uma fase organica que contém o
polimero. Forma-se entdo uma emulsdo agua em 6leo. Em seguida, verte-se sobre essa emulsdo uma
solugéo aquosa 2 e, entao, esse novo sistema é ultrassonicado. Por fim, o solvente organico se dispersa
para a solugado aquosa e, apos a evaporagao a vacuo deste, formam-se estruturas com um nucleo liquido

recoberto por um invélucro polimérico (Mora-huertas et al., 2010).



46

Apos a formagao das nanocapsulas, independente do método, a suspensao
formada pode estar contaminada com solvente, agregados e restos de polimero,
tensoativo, impurezas e outros compostos. Dessa forma, se faz necessaria a
purificacdo das solugdes de nanocapsulas para administragao in vivo, além do controle

da concentragao destas (Mora-Huertas et al., 2010).

Uma vez que, os nanocompostos estdo dispersos no meio em que foram
produzidos. A fim de purificar, concentrar e estabilizar a suspensao de nanocapsulas,
algumas técnicas sdo comumente usadas, tais como a evaporagado a vacuo, lavagem
com agua, ultracentrifugacao, dialise, filtracdo em gel, filtracdo em papel, entre outras
(Mainardes et al., 2010; Mora-Huertas et al., 2010; Vauthier & Bouchemal, 2009). A
técnica de evaporagdo a vacuo € comumente usada para a retirada do solvente
organico da formulagao e concentragao da mesma. Ja a filtracdo ou centrifugacdo com
baixa forca de gravidade sdao comumente usadas quando as nanoparticulas serao
administradas pelo sistema intravenoso, com o objetivo de retirar agregados de

polimeros e particulas grandes (Vauthier & Bouchemal, 2009).

Para a lavagem e concentragdo das nanoparticulas, comumente se utiliza a
ultracentrifugacdo, no entanto, nanocapsulas sao estruturas frageis e a aplicagao de
varios ciclos dessa técnica, necessarios para a lavagem, podendo rompé-las. A filtragao
por didlise pode ser usada, mas € um processo demorado e pode gerar contaminagao
microbiolégica, sendo mais recomendado o uso de outras técnicas como filtragdo cross-

flow ou ultrafiltragao (Vauthier & Bouchemal, 2009).



47

1.7. Caracterizagdo das nanocapsulas:

A caracterizagdo das nanoparticulas pode ser realizada durante, ou apéds, o
processo de fabricagdo. Alguns parametros sdo comumente avaliados, tais como:
dimensdo, que, em geral, varia entre 100-500nm; morfologia; potencial zeta, que
normalmente esta na faixa entre -25 a -30mV, eficiéncia de encapsulagdo, que se
encontra idealmente na faixa de 65 a 80%; estabilidade da formulagdao frente a
parametros fisico-quimicos; e velocidade de liberagdo do farmaco (Mora-Huertas et al.,
2010; Sitterberg et al., 2010). Tais caracteristicas variam segundo alguns fatores de
escolha na produgdo das nanocapsulas, tais como: a prépria escolha do método de
preparo; propriedades fisico-quimicas do polimero, do solvente organico, do 6leo e do
surfactante escolhido; espessura do involucro; velocidade de evaporagao do solvente
organico, uma vez que a coalescéncia das particulas ocorre nesse momento; tamanho
das goticulas nas emulsbées; pH do meio; e modo de acondicionamento (Khoee &
Yaghoobian, 2009; Lu et al., 1999; Ma et al., 2001; Mora-Huertas et al., 2010; Pohlmann

et al., 2008; Stella et al., 2007; Vauthier & Bouchemal, 2009; Zhua et al., 2005).

Quanto a velocidade de liberagdo do farmaco, segundo Mora-Huertas et al.
(2010), as técnicas de preparagao de nanoparticulas podem ser organizadas, em
ordem decrescente: emulsificacdo-difusdo, emulsificagdo-coacervacgao, nanoprecitagao,
revestimento polimérico, camada por camada e dupla emulsificacdo. Todas seguem o
modelo bifasico de liberagao do farmaco. Nestes, a primeira fase consiste na liberagao
do principio ativo que esta na superficie da nanoparticula. Ja a segunda fase

corresponde a liberagao do ativo devido a erosao da nanocapsulas (Perez et al., 2001).
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No caso de nanorradiofarmacos poliméricos, a fina parede das capsulas nao é capaz

de bloquear de forma relevante as particulas beta.

A caracterizacdo da morfologia e dimensao das nanoparticulas pode ser
realizada por inumeras técnicas, por exemplo, as diversas microscopias de alta
resolucao, espectroscopia por emissdo de fétons, espalhamento de luz, eletroforese,
ressonancia magnética nuclear, espectroscopia eletrbnica de analise quimica,
calorimetria diferencial de varredura (DSC), difracdo de raios X e espectroscopia de

infravermelho (Schaffazick et al., 2003; Sitterberg et al., 2010).

As técnicas de microscopia sdo as mais amplamente usadas para determinagao
morfolégica e dimensional das nanocapsulas, dentre elas, as mais usadas sao:
microscopia confocal, microscopia eletrbnica de varredura (MEV), microscopia
eletrbnica de transmissao (MET) (Even-Sapir et al., 2006) e as diversas microscopias
de varredura por sonda (SPM), em particular, a microscopia de for¢ca atdmica (Morales,
2007; Schaffazick et al., 2003; Sitterberg et al., 2010). Apesar de a microscopia
eletrbnica ser a técnica mais usada na caracterizagao morfolégica e dimensional das
nanoparticulas, ela apresenta algumas desvantagens, tais como: dificuldade no preparo
da amostra, impossibilidade de realizar imagens em liquidos, apenas realiza imagens
em duas dimensdes e a necessidade do vacuo para uma melhor resolugao (Sitterberg
et al., 2010). Por sua vez, a familia SPM vem de destacando, por possibilitar a obtengao
de imagens topograficas com alta resolucao, formacdo de mapas tridimensionais reais,
além da caracterizagado das propriedades elasticas e adesivas da amostra (Morales,

2007; Morris et al., 2009).
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1.7.1. Microscopia de varredura por sonda:

A familia das SPMs utiliza uma sonda que é colocada préxima a amostra ou em
contato com ela promovendo forcas de interagdo entre elas. A partir desse ponto, a
sonda varre a superficie da amostra e um mecanismo de feedback detecta as variagoes
na interacdo sonda-amostra, ajustando a distancia entre elas a fim de manter a
interacdo relativamente constante. Através dessa varredura € possivel identificar
diferentes caracteristicas da amostra além de sua topografia (Morales, 2007; Sitterberg

et al., 2010).

A familia SPM teve inicio com a microscopia de varredura por tunelamento
(STM) em 1981 com os pesquisadores Gerd Binnig e Henrich Rocher, sendo o primeiro
aparelho a gerar uma imagem tridimensional com resolugao atdbmica. Para a varredura,
esse aparelho utiliza uma ponteira condutora e muito afilada. Uma diferenca de
potencial € imposta entre a sonda e a amostra, que também deve ser condutora,
gerando uma corrente de tunelamento. Apesar da resolugcdo ser subnanométrica em
trés dimensdes, ela tem um grande impedimento que é a necessidade do material ser
condutor, ou seja, essa técnica s6 pode ser usada para estudar a superficie de
materiais condutores de eletricidade. Isto € uma desvantagem para as aplicagcdes
biolégicas, uma vez que poucos materiais sdo condutores, sendo necessario um
recobrimento da amostra para a analise (figura 5) (Sitterberg et al., 2010). Entretanto,
as mesmas ideias que levaram ao STM foram generalizadas para o desenvolvimento

de um grande numero de outras microscopias.
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Figura 4: Esquema da interagao entre a ponteira e a amostra em um STM. Entre a amostra e a
ponteira surge uma corrente elétrica de tunelamento, a qual é mantida constante durante a varredura por

meio de ajustes nos posicionadores piezoeléctricos .

1.7.2. Microscopia de For¢ga Atomica:

Em 1985, Binning e colaboradores desenvolveram o microscopio de forga
atbmica (AFM) que possui as vantagens do STM somado a capacidade de visualizar
amostras bioldgicas ou inorganicas, condutoras ou n&o, no seu meio ambiente
fisiolégico, em ar ou em liquido (Morales, 2007; Morris et al., 2009; Sitterberg et al.,
2010). Na técnica de AFM, a sonda € uma ponteira afilada localizada na extremidade
livre de uma haste, conhecida como cantiléver. Durante a varredura, conforme as forgcas
de atragdo e repulsdo entre a sonda e a amostra variam, o cantiléver flexiona e
consegue acompanhar a topografia em trés dimensdes. Um laser de baixa poténcia,
como um laser-diodo, incide na parte superior do cantiléver e é refletido para um
fotodetector segmentado que, devido a diferenca de potencial elétrico entre os
segmentos, gera o sinal de deflexao do cantiléver. Esse sinal € enviado a um sistema
de retroalimentacdo negativa (feedback) que ira responder a variagao de altura da
amostra com o reposicionamento da plataforma de varredura no eixo Z. Com isso,

conforme ha uma deflexao do cantiléver sobre a amostra, ocorre uma mudancga no sinal
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do fotodetector que aciona o sistema de feedback que corrige, por sua vez, a distancia
entre a amostra e a ponteira, gerando a imagem topografica (Morris et al., 2009). A
imagem da diferenga de potencial elétrico, que ocorre devido a uma variagado de sinal
no fotodetector, ocasionada por uma variagao na altura da amostra, € conhecida como

imagem de erro (figura 6).
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Figura 5: Diagrama simplificado do funcionamento de um AFM. A amostra encontra-se sobre
uma plataforma e o cantiléver realiza a varredura. Um laser diodo incide acima do cantiléver, na
superficie lisa, e é refletido para um espelho, que o direciona a um fotodetector segmentado. No
momento em que ha uma variagdo na deflexao do cantiléver, ocorre uma variagdo na diferengca de
potencial entre os segmentos. Essa diferenga de potencial é enviada ao controle de feedback, que
tentara, por meio do reposicionamento do sistema piezo-elétrico, anula-la. Esta diferenga de potencial
também é enviada diretamente ao computador para gerar a imagem de erro, isto é, as pequenas

diferengas que nao sao corrigidas pelo feedback.
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Existem diferentes modos de varredura na técnica de AFM: modo contato, modo
contato intermitente, ndo-contato, microscopia de forga lateral, entre outros. Um uso
especial do AFM corresponde a espectroscopia de forca, com a qual medimos a forga
de interacao entre a sonda e a amostra em funcao da distancia entre elas. Os principais
meétodos para analise de nanoestruturas sdo os modos contato e contato intermitente e

a espectroscopia de forca (Sitterberg et al., 2010).

1.7.3. Modo de varredura por contato:

No modo de varredura por contato, a ponteira esta constantemente em contato
com a amostra, exercendo uma forga constante sobre ela. Como a forga € proporcional
a deflexdo do cantiléver, podemos também dizer que a deflexdo se mantém constante
durante a varredura. Assim, o feedback deve aproximar ou afastar o sistema
piezoelétrico, com o objetivo de manter a forca. Essa técnica € comumente usada para
imagens de alta resolugcdo, no entanto, durante a varredura ocorre a acao de forgas
laterais que, por muitas vezes, levam ao arraste da amostra, principalmente se for

macia, danificando a mesma (Morales, 2007; Morris et al., 2009; Sitterberg et al., 2010).

1.7.4. Modo de varredura por contato intermitente:

O modo de varredura por contato intermitente, também conhecido como tapping
mode, é o mais utilizado para analise de amostras bioldgicas, uma vez que danifica
menos as mesmas devido a menor agao de forgas laterais. Aqui, o cantiléver é excitado
com uma frequéncia de oscilagao préxima a sua frequéncia natural de ressonancia. Tal
excitagdo é realizada por um pequeno cristal piezoelétrico situado no suporte do
cantiléver. Durante a varredura, a haste oscila a uma amplitude constante e a ponteira

toca a amostra periodicamente. Agora, o sistema de feedback ajusta a altura do
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sistema piezoelétrico com proposito de manter constante a amplitude de oscilagao.
Novamente, a resposta do feedback gera a imagem topografica, entretanto, é das
pequenas variagdes de amplitude remanescentes, que obtemos a imagem de erro.
Quanto maior a amplitude de oscilagao, menor a forga de interagdo entre a amostra e a
ponteira, € menor o risco de causar algum dano a amostra (Morales, 2007; Morris et al.,

2009; Sitterberg et al., 2010).

Ainda no modo de varredura por contato intermitente gera-se uma imagem de
fase. Esta permite a analise das propriedades viscoelasticidade e adesivas dos
materiais. Durante a varredura, no momento que a ponteira entra em contato com a
amostra ocorrem diferentes interagdes entre elas, que podem gerar uma interferéncia
na oscilacdo do cantiléver, acarretando uma defasagem (atraso) entre a oscilagdo da
haste e a excitagao periodica aplicada pelo elemento piezoelétrico do suporte. Assim,
ao registrarmos uma imagem da diferenga de fase entre as oscilagdes, regides da
amostra que apresentam diferentes propriedades viscoelasticas ou adesivas,

aparecerao com contraste (Morales, 2007; Morris et al., 2009; Sitterberg et al., 2010).

1.7.5. Espectroscopia de forga:

A elasticidade e a adesividade podem ainda ser investigadas pela
espectroscopia de forca. Nesta, o cantiléver &€ aproximado da amostra por uma
distancia pré-determinada e exerce uma for¢ca sobre a mesma. Em seguida, o cantiléver
é afastado, gerando uma curva de forga, na qual é possivel identificar as diferentes
interacdes entre o cantiléver e a amostra e, entdo, determinar as propriedades desta.
Ainda ha a possibilidade de funcionalizacdo da ponteira e observagcao da forgca de

interacao entre a molécula imobilizada e a amostra. Neste caso a ponteira pode ser
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funcionalizada para mimetizar uma outra superficie com a qual a particula entrara em
contato no organismo, por exemplo, a matriz extracelular ou a parede celular (Morales,

2007; Morris et al., 2009).

1.7.6. Modo de varredura com harmoénicos superiores:

Mais recentemente foi lancado um novo modo de varredura conhecido como
varredura com duplo harménico ou harménicos ainda mais altos. No caso da varredura
por duplo harménico, o cantiléver é excitado com a soma de duas frequéncias, sendo
uma correspondente a frequéncia fundamental e a outra, ao segundo harménico de sua
oscilacdo natural. A deflexdo do cantiléver contém a informacao das duas frequéncias,
sendo essa separada na controladora por dois lockins (figura 7). Em um dos lockins
encontram-se as informacgdes coletadas da frequéncia da excitacdo fundamental (lockin
1). Estas correspondem ao modo de varredura por contato intermitente e gera trés
principais imagens: de altura, que seria a topografica, de fase 1 e de amplitude 1. O
feedback, como no modo contato intermitente, usa a informacgdo do lockin 1, para
corregcao sendo a imagem de amplitude 1 a imagem de erro. Ja o lockin 2 contém as
informacgdes correspondentes a frequéncia mais alta e gera duas principais imagens:
amplitude 2 e fase 2 (Preiner et al., 2007). Segundo Martinez et al.(2006) e Stark et
al.(2002), a resposta de harménicos superiores, principalmente a imagem de fase 2, é
ainda mais sensivel as propriedades viscoelasticas e adesivas dos materiais e gera
imagens com maior contraste, revelando diferengas muitas vezes nao observadas na

imagem de fase 1.
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Figura 6: Diagrama do funcionamento do modo de varredura por duplo harmdnico. Nesse é
possivel observar que o cantiléver é excitado por um elemento piezoelétrico com a soma de duas
frequéncias. A deflexdao do cantiléver durante a varredura possui a informagao dessa soma, que gera um
sinal para a controladora, que entdo separa essa informagado em dois lockins. No lockin 1 sao geradas
trés imagens: altura, amplitude 1 e fase 1. Ja no lockin 2 sdo geradas duas imagens: amplitude 2 e fase

2.

O AFM é uma técnica capaz de visualizar a morfologia, dimensao, rugosidade,
composicdo quimica, elasticidade e interagdo de diferentes amostras, em diferentes
ambientes. Assim, essa técnica tem sido amplamente aplicada no acompanhamento do
preparo de nanocapsulas, pois além da determinagdo do tamanho das nanoparticulas e
na analise morfolégica, o AFM permite a caracterizagao da propriedade de diferentes
materiais na superficie da nanoestrutura (Dailey et al., 2003; Morales, 2007; Moughton

& Reilly, 2008; Oliva et al., 2003; Roe et al., 2004; Sitterberg et al., 2010).
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2. Objetivo:

2.1. Objetivo Geral:

Desenvolver nanoparticulas poliméricas de EDTMP e caracteriza-las através de

testes fisico-quimicos, avaliagdo morfolégica e testes de biodirecionamento para avaliar

a eficiéncia dessas nanoparticulas.

2.2.0bjetivos especificos:

K/

%

e

%

Producao de nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP;

Definir  um protocolo para caracterizacdo morfolégica desta
nanoparticulas;

Desenvolver uma metodologia para definir se as nanoparticulas sao

capsulas ou esferas macigas;

Definir a resisténcia das nanoparticulas a irradiagcdo com raios Y;

Estudar a eficiéncia de encapsulacao do EDTMP nas nanoparticulas;
Avaliar a citotoxicidade das nanoparticulas in vitro;
Desenvolver um protocolo de marcacdo das nanoparticulas com **"Tc;

Avaliar a biodistribuicao/ biodirecionamento em ratos saudaveis.
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3. Materiais e Métodos:

3.1.Producéao de nanoparticulas de EDTMP:
Devido as caracteristicas hidrossoluveis do EDTMP as metodologias de preparo
de nanoparticulas sdo mais limitadas (Mora-Huertas et al., 2010; Schaffazick et al.,

2003). Nesse trabalho utilizou-se o método de dupla emulsificagao.

3.1.1. Método de dupla emulsificagao seguida pela evaporagao do solvente:

As nanoparticulas foram preparadas pelo método de dupla emulsificagdo seguido
pela evaporagao do solvente, segundo o protocolo descrito por Mainardes et al. (2010).
Na primeira etapa do método de preparo das nanoparticulas, em 2mL de diclorometano
foram diluidos 50mg de acido poli-lactico (PLA, 40-100 kDa, viscosidade 0,15-0,25 da
Sigma-Aldrich). Essa solugdo foi vertida sobre 200uL de uma solugédo aquosa 4%
EDTMP e 0,1% de alcool poli-vinilico (PVA, 85% hidrolizado, Sigma-Aldrich) formando
uma mistura bifasica que foi, entdo, emulsificada por um ultrassonicador (Ultrassonic
processor, GEX600, Sigma, St Louis, MO) a 55W por um ciclo de 30s. No final desse
processo foi obtida uma emulsdo a/o. Em seguida foi iniciada a segunda etapa de
preparo das nanoparticulas, vertendo sobre a emulsdo 4mL de uma solugdo aquosa
0,7% de PVA. Depois, realizou-se uma nova emulsificagédo a 55W por um ciclo de 1min.
Obteve-se, entdo, uma emulsdo a/o/a com o polimero na fase organica envolvendo as
goticulas de agua com o EDTMP. Por fim, na terceira e ultima etapa, o diclorometano é
evaporado sob vacuo a 37°C durante 20min, de forma que, o polimero formasse um

invélucro sobre as goticulas de agua contendo o farmaco. As nanoparticulas foram
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recuperadas e lavadas trés vezes por ultracentrifugacéo a 168000xg por 20min a 23°C

(LB-70M-Ultracentrifugue, Beckman), afim de retirar o excesso de PVA (figura 7).

3.1.2. Alteragdbes no protocolo de preparo das nanoparticulas de
PLA/PVA/EDTMP pelo método dupla emulsificagao seguida pela evaporagao do

solvente:

Nesse trabalho foram alterados o tempo de ultrassonicacgao, para a formacgao da
emulsdo a/o do protocolo anterior, para 2 ciclos de 30s com intervalo de 10s entre eles.
Também realizou-se algumas modificacdes no tempo de ultrassonicagao para formagao
da emulsdo a/o/a, do protocolo descrito no subitem 3.1.1, para um ciclo de 1min
seguido por um ciclo de 30s com intervalo de 10s entre eles; dois ciclos de 1Tmin com
intervalo de 10s entre eles e; trés ciclos de 1min com intervalo de 10 s entre eles.
Alterou-se, também, a velocidade e o tempo de centrifugacdo para: 117600xg por
20min a 23°C (LB-70M-Ultracentrifugue, Beckman) e 20238xg por 10min a temperatura

ambiente (Centrifugue 5424, Eppendorf).
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Figura 7: Esquema de preparagao das nanoparticulas pelo método de dupla emulsificagdo. A cor
vermelha corresponde ao solvente organico diclorometano, a escala de cor verde corresponde aos graus
de concentragcdo de PVA na solugdo aquosa, assim, o verde mais escuro corresponde a alta

concentragado de PVA na agua e o verde mais claro corresponde a auséncia de PVA na agua.

3.2.Caracterizagcao morfolégica e dimensional das nanoparticulas:

A morfologia e dimensao das nanoparticulas foram analisadas por AFM (MFP-
3D-BIO™). Em uma superficie de mica lisa, recém clivada, depositou-se 10uL da
amostra, apos lavagem, e aguardou-se 2h a temperatura ambiente, de forma que a
solugcdo de nanoparticulas secasse e estas conseguissem aderir na superficie de mica.
Em geral, mostramos apenas uma imagem representativa de um conjunto de 10-20
imagens coletadas em diferentes regides e diferentes preparacdes. A analise por AFM
foi feita através de trés modos de varredura: (i) modo de contato com cantiléver
triangular NPS com constante de mola igual a 0.06N/m e comprimento igual a 205um, o

set point variando entre 0,5-0,8; contato intermitente e duplo harménico com cantiléver
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retangular AC240TS, constante de mola 2N/m e comprimento de 240um, como o set

point variando entre 0,7-0,9 e um target amplitude de 1V.

Nos trés modos produziu-se imagens topograficas, na qual foram observadas a
morfologia e dimensao das nanoparticulas. A analise dimensional foi feita manualmente
pelo software do microscopio (MFP3D) na imagem topografica. Além dessa imagem, no
modo contato intermitente e duplo harménico foram produzidas imagens de fase que

permitiram analisar a dispersao do polimero nos diferentes preparos da amostra.

3.3. Desenvolvimento de metodologia para definir se as

nanoparticulas sdo capsulas ou esferas macicgas:

Durante esse trabalho procurou-se desenvolver uma metodologia de analise para
classificar as nanoparticulas em nanocapsulas ou nanoesferas. Para isso, foram
produzidas nanoparticulas conforme descrito no item 3.1.1 e em seguidas essas foram

analisadas conforme o item 3.2.

Para a produgcdo de nanoesferas seguiu-se o seguinte protocolo: sobre uma
solugcado de 2mL de diclorometano sao dissolvidos 50mg de PLA. Nesta solugao foram
vertidos 4mL de uma solugéo aquosa 0,7% de PVA e realizou-se uma emulsificagéo a
55W durante 2 ciclos de 1min com intervalo de 10s entre eles. Obteve-se, entdo, uma
emulsdo o/a. Em seguida, o diclorometano foi evaporado a vacuo, a 37°C, durante
20min e a dispersao foi centrifugada por trés vezes a 20238xg por 10min a temperatura
ambiente, a fim de retirar o excesso de PVA. Obteve-se, entdo, uma emulsdo, com
estruturas esféricas e macigas dispersa em uma solugdo aquosa. Estas estruturas

foram, entdo, caracterizadas conforme descrito o item 3.2.
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ApoOs a caracterizacao das duas emulsdes, as laminas analisadas no AFM foram
levadas a uma estufa e aquecidas a 55°C por 1h. Apds esse periodo, a amostra foi,

entdo, analisada por AFM novamente nos modo de varredura contato intermitente.

3.4. Resisténcia das nanoparticulas a irradiagao com raios gama (y):
Devido a dificuldade de irradiar as nanoparticulas com particulas B em um
laboratério, foi feita a irradiagdo com raios y, segundo o preceito da radiobiologia de
equivalente de dose, ou seja, apos a irradiagdo com determinada dose de radiagéo y é
possivel inferir qual seria o0 equivalente de dose particula p que, causaria 0 mesmo
dano a amostra (Tauhata et al., 2011). Para calcular o equivalente de dose de radiagao

B que a amostra estaria recebendo utilizou-se a férmula abaixo:
H=DxQ
Onde,
H= dose equivalente de radiagao;
D = dose absorvida pela amostra;

Q= fator de qualidade médio, que corresponde a um fator de peso baseado na
simplificacdo dos valores da efetividade bioldgica relativa dos diferentes tipos de
radiacbes na inducdo de determinado efeito bioldgico. No caso da equivaléncia da

radiacdo y com a B, esse corresponde a 10, segundo a norma CNEM-NE-3.01.

Assim, as amostras foram irradiadas pelo grupo da Dra. Helen Jamil Khoury do

Laboratério de Metrologia das Radiacbes lonizantes na Universidade Federal de
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Pernambuco. A irradiagdo das particulas com radiacao y foi feita em um irradiador de
célula gama de Cobalto-60 (Nordion Gammacell 220 Excel) que opera a 6766kGy/h. As
doses de radiagao y usadas foram de 7, 10, 50, 70 e 100 kGy. Em seguida, 10uL de
cada uma das amostras foi depositada sobre uma superficie de mica recém clivada e
analisada por AFM pelos modos de varredura contato intermitente e duplo harmdnico,

como descrito no item 3.2.

3.5. Estudo da eficiéncia de encapsulamento do EDTMP nas

nanoparticulas:

A medida do farmaco incorporado a nanoparticula foi analisada de forma indireta,
ou seja, mediu-se a quantidade de EDTMP no sobrenadante da primeira centrifugagao
e, através da diferenga deste valor para o peso inicial determinou-se o quanto
realmente foi encapsulado. Para tal analise utilizou-se a técnica de espectrometria por
ultravioleta, que, segundo a literatura, tem mostrado uma alta eficiéncia na

quantificacao de diferentes farmacos (Chandran et al., 2000; Saha et al., 2002).

Primeiramente preparou-se uma solugdo aquosa de EDTMP com concentragao
igual a 1,527x10°mol/mL. Fez-se a leitura no espectrometro de ultravioleta (Shimadzu
modelo UV-2450) em uma cubeta de quartzo a fim de determinar o melhor comprimento
de onda (A\) de absor¢cdo do EDTMP. O mesmo foi feito com o PVA, com o objetivo de
determinar se sua absorcdo nao iria influenciar na absorgcdo do EDTMP. Apds a
determinacdo do A de cada um dos compostos, foi determinado a absortividade molar

de cada um através da féormula:

A = exXbXc
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onde,

A=absorbancia,

¢= absortividade molar,

b= caminho 6ptico que € igual a 1cm,
c= concentracgao.

A partir da absorbancia do EDTMP no sobrenadante e utilizando a férmula
acima, seria possivel determinar a concentracdo do EDTMP neste. Esse valor €, entao,
subtraido do peso inicial e por diferenga seria possivel determinar quanto foi realmente

encapsulado.

3.6. Avaliagao da citotoxicidade das nanoparticulas:
Foi feita uma analise inicial para determinagdo do potencial citotoxico das
nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP pelo Laboratério de Oncologia Experimental

(LOE), pelo grupo da professora Claudia Pessoa da Universidade do Ceara.

3.6.1: Material utilizado:

As linhagens das células utilizadas foram: MDA-MB-435 (melanoma — humano),
HCT-8 (adenocarcinoma colorretal - humano) e SF-295 (glioblastoma - humano). Essas
foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA), tendo sido cultivadas em meio
RPMI 1640, suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos,
mantidas em estufa a 37°C e atmosfera contendo 5% de CO,. As amostras foram

dissolvidas em agua mili-Q na concentragéo estoque de 1 mg/mL.
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3.6.2: Método utilizado para analise da citotoxicidade:

A citotoxicidade da amostra foi avaliada pelo método colorimétrico MTT
(Mosmann 1983). As células foram cultivadas em placas de 96 cavidades nas seguintes
densidades: 0,7x10° (HCT-8), 0,1x10° (SF-295) e 0,1x10° (MDA-MB-435). As amostras
foram incubadas juntamente com as células em concentragdo unica de 5 pg/mL, por
72h, em estufa a 37°C e 5% de atmosfera de CO,. Ao término desta incubacao, elas
foram centrifugadas e o sobrenadante removido. Em seguida, foram adicionados 150
uL da solucao de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram novamente incubadas por
3h. Apo6s este periodo foram, novamente, centrifugadas e o sobrenadante retirado,
formando um precipitado, denominado azul de formazan, nas células consideradas
viaveis. O precipitado foi ressuspendido em 150 ul Dimetilsulféxido (DMSO) estéril e
agitado por cerca de 20 minutos, até completa dissolugdo. A absorbéancia foi lida em
espectrofotdbmetro de placa com comprimento de onda do UV igual a 595 nm. A

Doxorrubicina (Dox) foi utilizada como controle positivo.

3.6.3: Método de analise dos resultados:

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos intervalos
de confianca a partir da regresséo nao linear no programa GraphPad Prism. Cada
amostra foi testada em ftriplicata em dois experimentos independentes. O potencial
citotoxico da amostra foi avaliado segundo uma escala de intensidade de cor permitindo

avaliar a atividade toxica das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP.
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3.7.Marcacao das nanoparticulas com tecnécio-99m:

3.7.1. Processo de marcagao das nanoparticulas pelo método direto:

A marcagao das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP foi realizada pelo método
direto com o radionuclideo *™Tc (Patricio et al., 2011). O processo de marcagio
consiste na incubacgao, por 10min, de 150uL da solugdo das nanoparticulas em 150uL
de solugdo aquosa de cloreto de sddio 0,9% com diferentes concentragdes de cloreto
estanoso diidratado (SnCl,, Aldrich): 3, 7, 15 e 30ug/mL. Apds esse periodo, adiciona-
se a solugdo anterior 100uCi de **"Tc em 300puL de solugdo aquosa de cloreto de sodio

0,9% (IPEN/CNEM) e aguarda o processo de marcagao por 10 min.

3.7.2. Caracterizagao do processo de marcacgao das nanoparticulas:

A fim de avaliar a eficiéncia de marcagdo das nanoparticulas com *™Tc, utilizou-
se a metodologia de cromatografia em papel. Nessa, o papel Whatmam n°1
corresponde a fase estacionaria e a acetona P.A. (Sigma) foi utilizada como fase mével.
Primeiramente cortou-se tiras de papéis de tamanho iguais (14cm por 1cm), no qual,
determinou-se a origem e o topo a 1cm da parte inferior e superior, respectivamente
(figura 8). No local onde foi marcada a origem do papel adicionou-se 2L da amostra
marcada com uma pipeta automatica. Apds esse procedimento, a tira foi incubada em
uma cuba de vidro saturada e vedada com 0,7uL de acetona (fase mével). A acetona
ascende pela tira de papel. Apos atingir o topo da tira, o processo foi interrompido, e, a
mesma, foi colocada para secar a temperatura ambiente por aproximadamente 20min e
cortada em 4 partes: origem 1, origem 2, topo 1 e topo 2 (figura 8) . Cada uma dessas
partes foi colocada dentro de um tubo de ensaio e, em seguida se procedeu a leitura da

atividade em um contador gama (Packard, Cobra IlI). Por fim, foi calculada a
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porcentagem de atividade em cada uma das partes de uma mesma tira e determinou-se
o local onde as nanoparticulas marcadas se encontrava. O mesmo procedimento foi

realizado com®™Tc ndo marcado, para fins comparativos.

0.5 em Linha superior

e 20 om
Fracgo | lirha de corct=

1 cm (—f— Linha de aplicacio

solvents

Figura 8: Figura ilustrativa do processo cromatografico feito para a analise da marcagdo das
nanoparticulas.

3.7.3. Processo de marcacao das nanoparticulas pelo método direto para
avaliagao da biodistribuicao:

As amostras de nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP, nanoparticulas de
PLA/PVA e EDTMP nao encapsulados foram marcadas conforme procedimento
descrito no item 3.7.1. No entanto, utilizou-se um volume maior da solugdo de amostra,
250uL. Devido a isso, foi necessario aumentar tanto o volume quanto a concentragao

das outras solugdes: 250uL de uma solugdo aquosa de cloreto de sodio 0,9% com
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30pg/mL de SnCl; e 0,5mL de uma solugéo aquosa de cloreto de sédio 0,9% com 2mCi

de ®*™Tc.

3.8.2: Avaliagio da biodistribuigdo das nanoparticulas marcadas com **"Tc:

Foram administrados por via intravenosa, através da veia jugular, em oito ratos
Wistar saudaveis, 0,2mL das amostras marcadas no item 3.8.1, a fim de, verificar a
biodistribuicdo do material conforme aprovacdo do comité de ética de estudos em
animais. Imagens foram obtidas em 30 min, 1h e 30min, 2h e 2h30min, apds a injegao
em uma gama camara Milennium (GE Healthcare, Cleveland, USA). A contagem no

aparelho é adquirida por 5 minutos em uma janela a 15% centrada em 140 keV.

A partir das imagens obtidas, com o programa OsiriX, foram tragadas as regides
de interesse (ROls) sobre o fémur esquerdo do animal e ele como um todo, para a
aquisicao de suas respectivas contagens. Em seguida, com a razdo das contagens

obtivemos a porcentagem de captagcao dos compostos no fémur (figura 9).

Os animais foram entdo sacrificados e seus 6rgao removidos, pesados e a
radioatividade medida em um contador gama (Packard-Cobra Il). Os resultados das
contagens foram expressos em dose por 6rgao (%ID/6rgao) e dose por grama de tecido

(%ID/g) (Patricio et al., 2011; Soundararajan et al., 2009).
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Figura 9: Imagem ilustrativa de como foi calculada a captagdo das nanoparticulas

PLA/PVA/EDTMP no fémur.
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4. Discussao de Resultados:

4.1. Produgéo e caracterizagdo das nanoparticulas:

Através do método de dupla emulsificagdo, seguido da evaporagao do solvente
foram produzidas nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP. Inicialmente, a producao dessas
seguiu o protocolo determinado por Mainardes et al. (2010) descrito no item 3.1.1. Este
experimento foi realizado em triplicata (trés preparagdes). A analise dessa producéo foi
feita por AFM como descrito no item 3.2. Nas figuras 10 e 11, é possivel observar as

nanoparticulas produzidas por essa metodologia.

Com um microscoépio 6tico, observa-se que as nanoparticulas se organizam em
estruturas circulares em determinadas regides da superficie de mica. Nas figuras 10 e
11 observamos apenas um quadrante dessas estruturas no AFM. Devido a essa
organizacdo, na imagem bidimensional (figura 10) tem-se a impressdao que as
nanoparticulas estdo em perspectiva, mas o perfil mostra que a imagem ¢é planar, assim
como a imagem tridimensional (figura 11). As nanoparticulas se estruturam de forma
que as maiores estdo ao centro da estrutura circular e as menores na borda. Entre as

particulas maiores, também, € possivel observar estruturas menores.

Ainda nas figuras 10 e 11 é possivel observar a formacao de nanoparticulas com
o tamanho variando entre 100nm a 2,0um. Algumas das particulas maiores apresentam
uma superficie ndo lisa, com algumas protuberancias. Dessa forma, conclui-se que a
metodologia usada, para produgcado das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP, precisava
de algumas modificacbes de parametros, uma vez que estas apresentavam uma

grande dispersao de tamanho e alteragdes em sua superficies.
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Imagem topogréfica feita por AFM no modo contato de nanoparticulas de

Figura 10:
PLA/PVA/EDTMP produzidas pelo método de dupla emulsdo e evaporagao do solvente (Mainardes et al.,

2010). O perfil mostrado esta indicado na imagem.
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Figura 11: Imagem em 3D de altura no modo de varredura por contato das nanoparticulas

PLA/PVA/EDTMP produzido pela metodologia descrida no item 3.1.

pm

Figura 12: Imagem topografica das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP, feita pelo modo de
varredura contato intermitente, apds a alteragdo do tempo de ultrassonicagdao na segunda etapa para 3

ciclos de 1 min com intervalo de 10s entre eles.
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Segundo Mora-Huertas et al. (2010), alguns parametros podem ser alterados na
metodologia de preparo das nanoparticulas por dupla emulsificacdo e evaporagéo do
solvente, a fim de serem formadas nanoparticulas com maior homogeneidade estrutural
e dimensional. Essas alteragdes sao principalmente quanto ao volume das solugdes;
tipo e concentragédo do tensoativo usado; tempo e velocidade de ultrassonicagao e
centrifugacdo. Durante este trabalho optamos por alterar o tempo de ultrassonicacgao,
tanto da primeira etapa como o da segunda etapa, assim como o tempo e velocidade

de centrifugagao (figura 7).

A primeira modificagdo testada foi quanto ao tempo de ultrassonicagdo na
segunda etapa do protocolo de fabricagdo das nanoparticulas. Foram, entéo, utilizados
trés ciclos de 1min, com intervalo de 10s entre eles, ao invés de um ciclo de 1min. Este
experimento foi feito em duplicata. As caracterizagdes morfolégicas e dimensionais das
nanoparticulas formadas foram feitas por AFM, conforme metodologia descrita no item

3.2. Na figura 12 é possivel observar as modificagdes resultantes.

Apo6s 0 aumento do tempo de ultrassonicagdo da segunda etapa para trés ciclos
de 1 min com intervalo de 10s entre eles foi possivel observar algumas alteragdes na
morfologia das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP, que ndo mais se apresentaram
esféricas. Por fim, observou-se que, em geral, formaram-se nanoparticulas maiores,
com tamanho variando de 500nm a 2um (figura 12). Dessa forma, pode-se concluir que
alterar apenas o tempo de ultrassonicagdo da segunda etapa de preparagao das
nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP nao foi vantajoso, uma vez que o tamanho das

nanoparticulas aumentou.
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O segundo parametro modificado foi quanto ao tempo de ultrassonicacédo para
formagao da emulsao a/o, alterando-o para dois ciclos de 30s com intervalo de 10s, ao
invés de um ciclo de 30s. Esse experimento foi feito em duplicata. Todos os outros
parametros foram mantidos inalterados frente ao protocolo de preparagcdo das
nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP descrito no item 3.1.1. A caracterizagdo das
nanoparticulas formadas foi feita por AFM em modo contato intermitente. Nas figuras 13

e 14, observa-se o resultado dessa alteragao.

As nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP apresentaram uma menor dispersao de
tamanho apds aumento no tempo de ultrassonicagao da primeira etapa para dois ciclos
de 30s. Apesar de ainda existirem estruturas na faixa de micrémetros (figura 14.A), as
particulas apresentaram uma variagdo dimensional de 200-800nm (figura 13 e 14.B).
Isso se da, provavelmente, devido a diminuicdo das goticulas de agua dispersas no
solvente orgénico na emulsao a/o formada. Com isso, ao formar a emulsdo a/o/a as
goticulas aquosas internas estdo menores, permitido que o involucro do polimero,
disperso no solvente orgéanico, também seja menor (Zambaux et al., 1998). Dessa

maneira, produziu-se nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP de tamanhos reduzidos

Também é possivel observar que, apés tal modificacdo no protocolo de preparo
das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP, essas continuaram a se organizar na mica em
aglomerados circulares, no qual, as particulas maiores estavam ao centro e as menores

na borda. Além disso, as nanoparticulas permaneceram esféricas (figura 13 e 14).
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Figura 13: Imagens topografica feita por modo de varredura contato intermitente das
nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP apés alteragdo do tempo de ultrassonicagédo da primeira etapa para

2 ciclos de 30s, com intervalo de 10s entre eles. O perfil mostrado foi obtido na regi&o indicada na figura

Figura 14: Imagem topografica tridimensional das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP feita por
AFM no modo de varredura contato intermitente apds alteragdo no tempo de ultrassonicagdo para 2

ciclos de 30s com intervalo de 10s entre eles.
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Por fim, na figura 13 é possivel observar depressbes na superficie das
nanoparticulas de EDTMP/PVA/PLA, principalmente naquelas com tamanho variando
entre 400 e 800nm. Através das figuras 13.B e 14.B verifica-se que as depressdes sao
profundas e centralizadas, sugerindo que as nanoparticulas colabaram devido a alta
forca centripeta (168000xg) a que sao submetidas. Dessa forma, o fato das
nanoparticulas de EDTMP/PVA/PLA formarem depressdes em sua superficie sugere
que essas sejam capsulas e nao esferas macicas. Este fato esta de acordo com a
literatura, uma vez que, nesta esta definido que o processo de fabricacdo de
nanoparticulas poliméricas pelo método de dupla emulsao produz nanocapsulas (Mora-

Huertas et al., 2010).

Para investigar se as depressdes na superficie das nanoparticulas de
PLA/PVA/EDTMP sao realmente devido a alta velocidade de centrifugacgao utilizada, foi
realizada uma alteracdo nesse parametro. Assim, para produzir as nanoparticulas
foram utilizadas 2 ciclos de ultrassonicacédo de 30s, com intervalo de 10s entre ele, na
producao da emulsdo a/o; e 1 ciclo de 1 min na produgdo da emulsdo a/o/a. A
centrifugagao, usada na lavagem, foi alterada para 70% do valor inicial (117600xg por

20min). Este experimento foi realizado em duplicata.



76

pm

Figura 15: Imagem topografica das nanoparticulas de EDTMP/PVA/PLA, no modo de varredura
contato intermitente, apdés modificagdo no tempo de ultrassonicagédo da primeira etapa da produgao das
nanoparticulas (2 ciclos de 30s) e diminuicdo da velocidade de ultracentrifugacdo para 117660xg por

20min.
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Figura 16: Imagem topografica em menor escala das nanoparticulas de EDTMP/PVA/PLA, no
modo de varredura contato intermitente, apdés modificagdo no tempo de ultrassonicagao da primeira etapa
da producédo das nanoparticulas (2 ciclos de 30s) e diminuicdo da velocidade de ultracentrifugacéo para

117660xg por 20min.

Figura 17: Imagem topografica tridimensional das nanoparticulas de EDTMP/PVA/PLA, no modo
de varredura contato intermitente, apés modificagdo no tempo de ultrassonicagdo da primeira etapa da
producdo do nanocomposto (2 ciclos de 30s) e diminuicdo da velocidade de ultracentrifugacdo para

117660xg por 20min.
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As figuras 15, 16 e 17, mostram nanoparticulas de EDTMP/PVA/PLA com
dimensdes variando entre 200-800nm organizadas em aglomerados circulares sobre a
mica, no qual as particulas maiores estdo ao centro do aglomerado e as menores nas
extremidades. Na figura 17, ainda é possivel observar nanoparticulas com depressoes
em sua superficie, no entanto, essas aparentam ser menos profundas. Por conta disso,
manteve-se a produc¢ao das nanoparticulas conforme descrito no paragrafo anterior e
reduzimos, ainda mais, a velocidade da centrifugacado para 24238xg (12% do valor
inicial) e o tempo para 10min. Novas imagens foram realizadas para avaliacdo desse
novo protocolo de producdo das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP. Com este

protocolo fizemos quatro preparacgdes independentes.

Ao diminuir a velocidade e o tempo de centrifugacao formaram-se nanoparticulas
de PLA/PVA/IEDTMP que se organizaram em aglomerados na superficie da mica,
entretanto, ndo mais circulares. No centro dessas estruturas estavam as particulas
maiores e na borda as menores, estando, essas ultimas, dispersas também entre as
maiores (figura 18). As particulas possuem uma dispersao de tamanho que varia entre
200 e 600nm. Tamanho esse menor do que qualquer um dos observado nos outros
protocolos, conforme consta nas figuras 18 e 19.A. Isso se deve, provavelmente, ao
fato que durante a ultracentrifugagao as particulas tenham colidido umas com as outras

com mais forga e, dessa forma se aglomeravam em estruturas maiores (figuras 10 e13).
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Figura 18: Imagem topografica das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP produzidas pelo modo
de varredura contato intermitente. As nanoparticulas foram produzidas por dois ciclos de ultrassonicagao
de 30s para formar a emulsdo o/w, em seguida, foi feito um ciclo de ultrassonicacdo de 1min para
produzir a emulsdo a/o/a. Por fim, as nanoparticulas foram lavadas trés vezes por centrifugacdo a

24238xg por 10min.
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Figura 19: Imagens das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP adquiridas pelo modo de varredura
contato intermitente. As nanoparticulas foram produzidas através de 2 ciclos de ultrassonicagéo de 30s
para formar a emulsdo o/w, em seguida, foi feito 1 ciclo de ultrassonicagdo de 1min para produzir a
emulsdo a/o/a. Por fim, as nanoparticulas foram lavadas trés vezes por centrifugacdo a 24238xg por
10min. A. Imagem topografica bidimensional; B. Imagem topografica tridimensional; C. Imagem de fase
bidimensional; D. Imagem topogréfica tridimensional com sobreposi¢cdo da imagem de fase bidimensional

(colorido); E. Zoom da imagem D.
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Figura 20: Imagens do sobrenadante, realizadas, pelo modo de varredura contato intermitente da
producao de nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP conforme o protocolo: 2 ciclo de ultrassonicagao de 30s
para formar a emulsdo o/w, em seguida, foi feito 1 ciclo de ultrassonicagdo de 1min para produzir a
emulsdo a/o/a. Por fim, as nanoparticulas foram lavadas trés vezes por centrifugacdo a 24238xg por

10min. A. Imagem topografica bidimensional; B. Imagem topografica tridimensional.

Figura 21: Imagens topografica das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP feita em modo de
varredura contato intermitente. As particulas foram produzidas conforme o protocolo: 2 ciclos de
ultrassonicagao de 30s para formar a emulsao o/w e 2 ciclos de ultrassonicagao de 1min para produzir a
emulsdo a/o/a. Por fim, as nanoparticulas foram lavadas trés vezes por centrifugacdo a 24238xg por
10min. A. Imagem de altura bidimensional de 10um por 10um; B. Imagem de altura bidimensional 5uym

por S5um.
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Na figura 19 observa-se um comparativo entre a imagem de altura (topografica) e
a imagem de fase obtidas no AFM pelo modo de varredura contato intermitente. Nas
imagens de altura, tanto bidimensional (19.A) quanto tridimensional (19.B), as
nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP apresentam uma superficie lisa. No entanto, nas
imagens de fase (figura 19.C e 19.D) é possivel observar estruturas diferentes nessa
mesma superficie. Essa variagdo na superficie € bem nitida na figura 19.E, na qual é
possivel observar claramente estruturas, em formatos dendriméricos, dispersas na

superficie da particula.

Na imagem de fase, obtida por contato intermitente, é possivel distinguir
materiais com propriedades elasticas e adesivas diferentes. Essa observacao baseia-se
na propriedade que materiais mais macios ou mais elasticos atrasam a oscilagdo do
cantiléver, devido a sua interacdo com a ponteira, e com isso geram uma modificagao
no sinal de deflexdo do mesmo, que gera, por sua vez, uma modificagdo na imagem.
Essa afirmacao € corroborada por Morris et al. (2009). Baseado na literatura e nas
imagens 19.C, 19.D e 19.E, pode se dizer que os materiais dispersos de forma aleatoria

na superficie da particula correspondem a materiais distintos.

Tal fato condiz com a metodologia de preparo das nanoparticulas de
PLA/PVA/IEDTMP, uma vez que fazem parte da composicdo da nanoparticula um

polimero (PLA) e um dispersante (PVA).

Devido a modificagédo da velocidade de centrifugagao para 12% do valor inicial,
analisou-se o sobrenadante de modo a averiguar se ocorria perda de nanoparticulas

neste. Foi possivel observar nesse, a presenga de nanoparticulas menores do que
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150nm (figura 20). No entanto, infere-se que essas estruturas sejam esferas poliméricas
macigas, correspondentes a goticulas de solvente organico que se forma no momento
que a solucao aquosa é vertida sobre a emulsao a/o, ndo possuindo a goticula de agua
dentro. Assim, cabe-se informar, que € interessante a retirada dessas estruturas da
solugcdo final, uma vez que nessas nao encontram-se o farmaco e sim apenas o
polimero, o que pode acarretar em efeitos estéricos ou mesmo, na competicdo com os

sitios de interesse fisiopatoldgicos.

Pode-se, assim, concluir que a diminuicdo na velocidade e tempo de
centrifugacao para 24238xg e 10min, respectivamente, foi interessante no preparo das
nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP, uma vez que contribuiu na formacao de particulas
com menores dimensdes e dispersdo de tamanho. Além disso, essa velocidade de
centrifugacdo serviu como método de separacado, fazendo com que, as estruturas

polimeéricas maci¢gas menores permanecessem no sobrenadante.

Por fim, fez-se mais uma modificagdo na metodologia de preparo das
nanoparticulas de EDTMP/PVA/PLA com o objetivo de buscar uma homogeneidade
ainda maior quanto ao tamanho dessas. As alteracbes foram 2 ciclos de
ultrassonicacao de 30s, com intervalo de 10s entre eles, para formagao da emulsao a/o;
2 ciclos de 1min, com intervalo de 10s entre eles para formacdo da emulsdo a/o/a; e
centrifugacdo a 24238xg por 10min. Com este protocolo também temos quatro

preparacdes independentes.
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Figura 22: de
PLA/PVA/EDTMP feitas pelo modo de varredura do

duplo harménico. As nanoparticulas foram

Imagens das nanoparticulas

produzidas através de 2 ciclo de ultrassonicagéo de
30s para formar a emulsdo a/o, em seguida, foi
feito 2 ciclos de ultrassonicagdo de 1min para
produzir a emulsdqo al/o/a. Por fim, as
nanoparticulas foram lavadas trés vezes por
centrifugacdo a 24238xg por 10min. A. Imagem
topogréfica; B. Imagem de fase 1; C. Imagem de

fase 2.
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Apos essa modificagdo, as nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP apresentaram
uma dispersdo de tamanho de 200 a 500nm (figura 21.B). Essa variagao pode ser

considerada satisfatoria, e é corroborada por Davis et al. (2008)°.

Ainda é possivel notar que as nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP continuaram
a formar grandes aglomerados na superficie da mica. No entanto, essas estruturas nao
mais possuem um formato definido, tdo pouco, se organizam de forma que as maiores
estejam no centro do aglomerado e as menores na borda. Tal fato provavelmente
ocorre devido a menor dispersao do tamanho das particulas, que inicialmente variavam
entre 150nm a 2um (figura 10) e apds as modificagcbes no protocolo de preparo das
nanoparticulas passou a variar de 200 a 500nm. Essas também nao apresentam
depressdes em sua superficie, isso se deve, ao uso da menor velocidade de

centrifugacao (figura 21).

Por fim, na figura 22 é possivel observar as imagens produzidas pelo modo de
varredura de duplo harménico. Na figura 22.C tem-se a imagem de altura
tridimensional, das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP. E observado que as
nanoparticulas apresentam uma superficie em geral lisa, com pequenas

protuberancias.

A figura 22.A corresponde a imagem de altura tridimensional com a imagem de
fase 1 bidimensional (variagdo na intensidade da escala de preto e branco) sobreposta
a essa. As imagens de fase sao relativamente dificeis de interpretar, pois podem refletir

a topografia e diferentes propriedades viscoelasticidades ou adesividades dos

3 Davis et al. (2008) explicam que na regiao do tumor a distancia entre as células endoteliais pode chegar
a 600nm, enquanto as fenestras nas células renais variam entre 150 a 200nm. Dessa forma, o tamanho

das nanoparticulas deve ser maior que 200nm, em busca, de um direcionamento para o tumor.
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materiais. Uma observacao cuidadosa das imagens permite concluir que a topografia
ndo € a causa do contraste, portanto podemos supor que existem diferentes
viscoelasticidades/adesividades na superficie das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP.
Como temos dois polimeros, supomos que a estrutura dendrimérica corresponda a
estruturagcao destes polimeros na interface. Essa variagao de estrutura na superficie da
nanoparticula € mais bem definida na imagem 22.B que corresponde a imagem de fase

2.

Em resumo, conclui-se que a variagdo no tempo de ultrassonicagao, assim como
na velocidade e tempo de centrifugacdo sdo parametros importantes no controle da
dispersao de tamanho das nanoparticulas poliméricas. A metodologia que apresentou
menor variagao dimensional das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP foi a que consiste
em dois ciclos de ultrassonicacado de 30s com intervalo de 10s na formagao da emulsao
al/o (1° etapa), dois ciclos de ultrassonicagdo de 1min com intervalo de 10s entre eles
na formacao da emulsao a/o/a (2° etapa) e recuperagao e lavagem das particulas por
centrifugacao a 24238xg por 10min. As nanoparticulas formadas apresentam dispersao
de tamanho entre 200-500nm, correspondendo a tamanhos aceitaveis, de acordo com

relatos internacionais Davis et al. (2008) e Mora-Huertas et al. (2010).

A metodologia de preparo das nanoparticulas para analise por AFM permitiu um
maior detalhamento na caracterizagao morfolégica e dimensional dessas, de forma a
permitir a selecdo do melhor método de produgdo das nanoparticulas de
PLA/PVA/EDTMP. Foi visto também que o modo de varredura por duplo harménico se
destacou na caracterizagdo morfoldgica dessas nanoparticulas, produzindo imagens de

fase com maior detalhamento estrutural.
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Por fim, através das imagens por AFM foi possivel caracterizar depressbées na
superficie das particulas quando essas foram submetidas a centrifugacdo de 168000xg
e 117600xg, sugerindo que essas estruturas fossem realmente nanocapsulas como era
esperado, uma vez que o método de preparo utilizado foi através de dupla

emulsificacao (Mora-Huertas et al., 2010).

4.2. Classificacdo das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP em

nanocapsulas ou nanoesferas:

Na literatura é dificil encontrar a classificacdo experimental das nanoparticulas
poliméricas em nanocapsulas e nanoesferas. Essa classificacdo €, em geral, baseada
na teoria de formagdao das nanoparticulas. Segundo Mora-Huertas et al. (2010), o
processo de formagdo de nanoparticulas poliméricas pelo método de dupla
emulsificacdo produz, predominantemente, nanocapsulas. Entretanto, as alteracoes
drasticas no tempo e poténcia de ultrassonicagao que fizemos, coloca em duvida essa
premissa, uma vez que, uma ultrassonicagado intensa pode levar a mistura de um
grande numero de nanoesferas as capsulas. Além disso, a mudanga na velocidade de
centrifugacdo também questiona esse ponto da literatura, uma vez que, intuitivamente,

as nanoesferas sdo mais pesadas que as nanocapsulas, precipitando primeiro.

Para classificar as nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP como nanocapsulas ou
nanoesferas foi utilizada a metodologia descrita no item 3.3. Neste, ao aquecer as
nanoparticulas em estufa, aquelas que possuem seu nucleo preenchido por uma
solugcdo aquosa irao formar depressdes na superficie, uma vez que a agua ira evaporar.

Por outro lado, as nanoparticulas macigas nao sofrerdo nenhuma alteracao significativa
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na sua estrutura. Assim, essa metodologia consegue diferenciar nanocapsulas de
nanoesferas. Esse experimento foi realizado em triplicata. Os resultados estdo expostos

nas figuras 23 e 24.

Na figura 23 estdao as imagens feitas por AFM no modo de varredura por contato
intermitente das nanoesferas de PLA/PVA. E possivel observar que ocorreram poucas

alteragdes na estrutura morfologia da particula.

A figura 24 demonstra as nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP produzidas pelo
método de dupla emulsificagdo e analisadas por AFM no modo de varredura por
contato intermitente. Na figura 24.A observou-se as nanoparticulas de
PLA/PVA/EDTMP logo apds terem sido produzidas, nesta é possivel observar que as
particulas possuem uma estrutura esférica e a superficie lisa. No entanto, apds serem
levadas ao aquecimento em estufa a 53°C por 1h (figura 24.B) as nanoparticulas
apresentaram uma superficie ndo uniforme, com depressdes por toda ela. Essa
estruturacdo € ainda mais nitida na imagem 24.C, na qual as particulas aparentam

perda de tonicidade.

Os resultados experimentais confirmaram a hipétese inicial que nanoesferas,
apos serem aquecidas, nao sofrem alteragdes morfoldgicas significativas. No entanto,
as nanoparticulas produzidas pelo método de dupla emulsificacdo apresentam
depressdes em sua superficie devido a perda d’agua. Dessa forma, é possivel afirmar
que as nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP eram nanocapsulas, uma vez que, ao
serem levadas a estufa apresentaram depressdes em sua superficie, consistente a

perda d’agua do nucleo destas.
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Figura 23: Imagens topograficas das nanoesferas de PLA/PVA feita em modo de varredura
contato intermitente. A. Nanoesferas antes de serem aquecidas em estufa; B Nanoesferas depois de

serem aquecidas em estufa; C. Imagem topografica tridimensional das nanoesferas de PLA/PVA apds

terem sido aquecidas em estufa.
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Figura 24: Imagens topografica das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP feita em modo de
varredura contato intermitente. A. Nanoparticulas antes de serem aquecidas em estufa; B.
Nanoparticulas depois de serem aquecidas em estufa; C. Imagem topografica tridimensional das

nanoparticulas PLA/PVA/EDTMP apods terem sido aquecidas em estufa.
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4.3. Analise da resisténcia das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP a

diferentes doses de radiacao gama:

A anadlise da resisténcia das nanoparticulas a irradiagao por particulas p se faz
necessaria, uma vez que, futuramente elas serao carreadoras do radiofarmaco 1535 m-
EDTMP. No entanto, a irradiagao das nanoparticulas por particulas , em altas doses, &
algo dificil de ser feito em laboratério, pois apresenta grande risco ao operador. Dessa
forma, as nanoparticulas foram irradiadas com raios y nas doses de 7,0; 10; 50; 70 e
100 kGy. Em seguida, baseado nos preceitos da radiobiologia, utilizando a férmula
descrita no item 3.4, foram calculados as doses equivalentes de radiagédo p que as
nanoparticulas receberam que foram iguais a: 0,7; 1,0; 5,0; 7,0 e 10 kGy (Tauhata et

al., 2011) .

As nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP, apds serem irradiadas, tiveram suas
estruturas analisadas no AFM pelo modo de varredura de duplo harménico em busca
de possiveis modificagcdes morfoldgicas. Os resultados dessa irradiagao estdo expostos

nas figuras 25, 26 e 27.

Nas imagens topograficas nao foi possivel identificar nenhuma variagao evidente
na morfologia das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP (figura 25). No entanto, nas
imagens de fase 1 e fase 2, observa-se uma clara alteracdo na superficie das particulas

com o aumento da dose de radiacao (figura 26 e 27).
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Figura 25: Imagens topograficas das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP irradiadas feita em
modo de varredura duplo harmdnico. A. Nao irradiada; B. 7kGy; C. 10kGy; D. 50kGy; E. 70kGy; F.

100kGy.
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Figura 26: Imagens de fase 1 das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP irradiadas feita em modo

de varredura duplo harménico. A. Ndo irradiada; B. 7kGy; C. 10kGy; D. 50kGy; E. 70kGy; F. 100kGy.
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Figura 27: Imagens de fase 2 das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP irradiadas feita em modo

de varredura duplo harménico. A. Ndo irradiada; B. 7kGy; C. 10kGy; D. 50kGy; E. 70kGy; F. 100kGy.
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Ambas as imagens, de fase 1 e fase 2, as nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP
nao irradiadas e irradiadas com 7kGy, apresentaram em suas superficies, estruturas
diferentes, dispersas com forma dendrimérica (figura 26 e 27. A e B). Essas
correspondiam a dois materiais de propriedade diferentes, como dito anteriormente.
Nas imagens de fase 2 é possivel observar com maior detalhamento a dispersao
dessas estruturas (figura 27. A e B). Hd um maior contraste entre as duas estruturas

devido a uma maior variagao na fase do segundo harménico.

No entanto, as nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP apds serem irradiadas com
10kGy apresentam modificacbes, ndo sendo mais possivel a identificacdo das
estruturas dendriméricas (figura 26.C e 27.C). Nessas imagens, a superficie dessas
nanoparticulas apresentaram uma fragmentacao, que fica mais nitida com o aumento
da dose de irradiagao das particulas, ficando bastante clara nas imagens destas apods
serem irradiadas com 100kGy (figuras 26.F e 27.F). Nas imagens de fase 2, na qual se
utiliza uma frequéncia de excitagdo do cantiléver maior, ha um maior detalhamento da
imagem, com maior contrate na imagem de fase. Dessa forma, a fragmentagdao na

superficie da particula fica ainda mais nitida (figura 27).

ApOs a analise, é possivel afirmar que as nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP se
mostraram resistentes a uma dose de radiagao y igual a 7kGy. Essa equivale a 700Gy
de uma irradiagdo por particulas p. No entanto, a dose de '**Sm-EDTMP usada em
pacientes nao ultrapassa 15Gy. Dessa forma, tanto o polimero, PLA, quanto o
tensoativo, PVA, se mostraram resistentes o suficiente para carrear esse radiofarmaco

e serem utilizados na clinica moderna.
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Além disso, através das imagens de fase 1, e, mais nitidamente nas imagens de
fase 2, produzidas pela técnica de AFM, foi possivel observar a degradagao das
nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP apds serem irradiadas com 10kGy de raios y. Tal
degradacgao nao € observada nas imagens topograficas, que nao apresentam quaisquer
variagdes evidentes com o aumento da dose de irradiagdo. Dessa forma, pode-se dizer
que um protocolo foi estabelecido para caracterizacdo do efeito da radiacdo nas
nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP. Este protocolo possivelmente podera ser usado
na avaliagao de outros sistemas poliméricos irradiados, por exemplo, como um controle

para as técnicas de esterilizagdo por radiagdo gama.

4.4. Avaliagcao da eficiéncia de encapsulacdgo do EDTMP nas
nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP:

A quantificagdo do farmaco encapsulado na nanoparticulas poliméricas, através
da técnica de espectroscopia de UV, & geralmente realizada de maneira indireta, ou
seja, a partir da quantificagdo do farmaco no sobrenadante (Mainardes et al., 2010;
Vauthier & Bouchemal, 2009). Logo, o primeiro passo na analise da encapsulagcado do
EDTMP consiste em fazer a curva de absorbancia de todos os compostos existentes no
sobrenadante (PVA e EDTMP) com o intuito de escolher o melhor comprimento de

onda para analisar o EDTMP, sem que haja interferéncia dos demais componentes.

Essa analise seguiu a metodologia descrita no item 3.5 e o resultado esta

expresso em forma de grafico comprimento de onda (nm) x absorbancia (grafico 1).
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Pelo grafico 1 pode-se observar que tanto o EDTMP como o PVA absorvem no

mesmo comprimento de onda (A=238 nm). Dessa forma, em uma mistura dos dois
compostos,

que acontece no sobrenadante, havera uma sobreposicdo das
absorbancias no pico correspondente a A=238 nm, ndo permitindo que se calcule a

concentracdo do EDTMP. Assim, através da técnica de espectroscopia de UV nao foi

possivel calcular a eficiéncia de encapsulagédo do EDTMP.

2812 2840

2.000

Abs.
T

1000 |

o.000 F I

-0.263 .
2000

nm.

600.0

69570

Grafico 1: Grafico de absorbancia por comprimento de onda (nm). A linha cinza representa o

espectro de absorbancia do EDTMP, enquanto a linha vermelha representa o do PVA.
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4.5. Avaliacdo da citotoxicidade das nanoparticulas de
PLA/PVA/EDTMP:

A avaliacado da toxicidade dos farmacos in vitro € um dos testes, exigidos pelo
Guia para a Conducdo de Estudos Nao-Clinicos de Seguranca Necessarios ao
Desenvolvimento de Medicamentos (Anvisa, 2010), para compostos que aspiram ser,
futuramente, medicamentos comercializados. Baseado nisso, foi feita uma avaliagao

citotoxica inicial das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP segundo descrito no item 3.6.

Tabela 1: Percentual de inibicdo do crescimento (IC%) celular das
nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP frente a trés linhagens tumorais testadas na

concentragao unica de 5 ug/mL.

HCT-8 MDAMB-435 SF-295
Linhagem celular
IC% (média) IC% (média) IC% (média)
Nanoparticula de , - . .- Baixa atividade
PLA/PVA/EDTMP Sem citotoxicidade =~ Sem citotoxicidade citotoxica (1%)

As nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP nao apresentaram nenhuma atividade
citotoxica frente as linhagens celulares HCT-8 (adenocarcinoma colorretal) e MDAMB-
435 (melanoma). Essas nanoparticulas apresentaram baixa toxicidade frente a

linhagem celular SF-295 (glioblastoma) que nao é considerada significativa (tabela1).

Dessa forma, as nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP nao apresentaram
atividade citotdxica frente a nenhuma das linhagens celulares testadas. Esse resultado
ja era esperado, uma vez que tanto o polimero (PLA) quanto o tensoativo (PVA) séo

estruturas biocompativéis (Vauthier & Bouchemal, 2009). Além disso, o EDTMP ja é
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usado na clinica como vetor biolégico, adquirindo atividade farmacolégica ao ser

complexado a um radionuclideo emissor de particula beta, como o '**Sm (Smith, 2011).

4.6. Desenvolvimento de um protocolo de marcagdo das
nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP com *"Tc e avaliagdo de sua
biodistribuigao in vivo:

O presente trabalho tem como objetivo o uso do radiofarmaco '**Sm-EDTMP na
fabricacdo das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP para uso no tratamento da SIMO.
No entanto, esse radionuclideo, por ser emissor de particula B, € mais lesivo, sendo
mais dificil seu manuseio. Assim, para um estudo inicial, o uso do ®mTe apresenta
algumas vantagens, tais como: facil obtencdo através de geradores molibdénio-99/
tecnécio-99m  (**Mo/®™Tc); diversos protocolos de marcacdo estabelecidos na
literatura; permite a marcagao das nanoparticulas apds essas estarem prontas, ou seja,
o trabalho com o material radioativo se da apenas na analise da biodistribuicdo e nao
na producdo das nanoparticulas; tempo de meia-vida menor (6h), o que facilita o
descarte do material radioativo; entre outras. Assim, esse composto € comumente
usado na clinica ligado a diferentes vetores bioldgicos, com o intuito de diagnosticar
diversas patologias: 6ssea, renal, cardiaca, gastrica, entre outras (Saha, 2010; Santos-

Oliveira, 2010).

O #™T¢ obtido no gerador de **Mo/**™Tc esta na forma de sal de pertecnetato de
sédio (*™Tc- NaTcOs), no qual o tecnécio possui niimero de oxidagao (Nox) igual a +7,
nao sendo uma espécie reativa. Assim, para a complexagado com outros compostos, se
faz necessaria a reducao deste metal para um estado de oxidagdo menor. Iniumeros

agentes redutores podem ser usados no processo de marcacéo, dentre eles, o mais
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comumente utilizado é o cloreto estanoso (SnCl,.2H,0). Esse reduz o ®™Tc de Nox +7
para +5 e +4, em solugdo com pH igual a 7, havendo uma mistura das duas espécies. A
desvantagem no uso desse agente redutor é que o ion Sn*? pode sofrer hidrolise em
solugbes aquosas com pH variando entre 6 a 7, formando estruturas coloidais
insoltiveis que se ligam ao *™Tc, diminuindo eficiéncia de marcagdo da amostra. Dessa
forma, a quantidade de Sn*? necessaria deve ser pequena, uma vez que o eluato obtido
no gerador estd em uma concentracdo muito baixa de **™Tc (aproximadamente um
milimolar). No entanto, deve ser suficiente para garantir a completa redugcdo do ion

pertecnetato (**"TcOy) (Saha, 2010).

Além disso, a quantidade de amostra deve ser suficiente para se ligar a pelo
menos 90% do *™Tc e Sn*? reduzidos. Essa ligagdo é diretamente dependente da
afinidade com a amostra, ou seja, a existéncia de grupamentos OH, COOH, NH;, SO, e

outras na estrutura do composto a ser marcado (Saha, 2010).

Assim, como um dos objetivos deste trabalho, desenvolvemos um protocolo de
marcacao das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP. Para isso, foi preciso determinar a
quantidade de agente redutor, SnCl,, necessaria para que a marcacao fosse estavel, ou
seja, mantivesse acima de 90% de eficiéncia de marcagao, por até 24 horas. Essa faixa
de tempo foi escolhida com o intuito de, no momento que fossem feitas as analises in
vivo, pudessem ser tomados qualquer intervalo dentro desta faixa. O resultado esta

expresso no grafico 2.
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Grafico 2: Porcentagem de nanoparticulas de EDTM/PLA/PVA marcadas com diferentes
quantidades de agente redutor na solugédo ao longo do tempo. A barra azul corresponde a concentragéo

de 30pg/mL de SnCl,, a vermelha de 15ug/mL, a verde de 7,5ug/mL e, por fim, a roxa de 3ug/mL.

Analisando o grafico 2 é possivel identificar que a marcagao das nanoparticulas
de PLA/PVA/EDTMP com **"Tc se manteve acima de 90%, por até 3h nas quatro
concentragdes de SnCl, testados. No entanto, a partir desse tempo as marcagoes
utilizando 3ug/mL de cloreto estanoso foi diminuindo até atingir aproximadamente 30%
em 24h. No uso de 7,5ug/mL e 15ug/mL, a porcentagem de nanoparticulas marcadas
diminuiram de 5h para 24h, atingindo aproximadamente 60% e 80%, respectivamente.
Por fim, a marcacdo das nanoparticulas poliméricas utilizando 30ug/mL e 100uCi de
9MT¢ permaneceu acima de 90% por até 24h. Assim, foi desenvolvido um protocolo de
marcagao das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP estavel por até 24hs por meio do

uso de cloreto estanoso na concentragao de 30ug/mL.

Uma vez definido o protocolo de marcacdo das nanoparticulas de

PLA/PVA/EDTMP, essas foram marcadas com uma maior atividade de 2mCi *™Tc de
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modo a permitir a realizagdo das imagens dos animais fossem feitas na camera gama
ao longo do tempo. A mesma marcagao foi feita no: i) EDTMP nao encapsulado e ii)
nas nanoparticulas de PLA/PVA. Assim, tinha-se um controle positivo e negativo
respectivamente. Apds a marcagcdo, esses compostos foram injetados por via
intravenosa através da veia jugular. Em seguida foram feitas as imagens dos animais
nos tempos de 30min, 1h, 2h e 2h30min (figura 28). Os animais foram sacrificados em
diferentes tempos e, apds a dissecagao e respectiva contagem da atividade dos seus
orgao, foram gerados graficos de biodistribuicdo dos compostos marcados ao longo do

tempo para os diferentes 6rgaos (graficos: 3, 4, 5).

Nas imagens A, D, G e J da figura 28 é possivel analisar a biodistribuicdo das
nanoparticulas PLA/PVA/EDTMP em 30min, 1h, 2h e 2h30min, respectivamente.
Nessas imagens foi possivel observar que ha uma grande captacao das particulas pelo
figado ja em 30 min, permanecendo alta por até 2h30min apds a injecdo. Esse fato
também pode ser visto no grafico 3 onde a %ID no figado € igual a 44,4%, sugerindo
que essas nanoparticulas sofram algum efeito de primeira passagem nesse 6rgao,

antes de ser efetivamente utilizado.

Por outro lado, essa captagéao varia entre 30 a 45% ao longo do tempo no figado
quando injetadas nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP. A captagao pelo bago também é
alta, com %ID/g variando entre 3 e 4% em um periodo de 3h. Esse fato também se
repete nas nanoparticulas de PLA/PVA, nas quais é possivel observar uma captagao no
figado em todas as imagens (figura 28. C, F, |, L). No gréfico 4, observa-se que o %ID
no figado é 65,6% e a %ID/g do bago é igual a 3,8% em 2h, ou seja, semelhante a

nanoparticula de PLA/PVA/EDTMP em 2h30min.
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Figura 28: Imagem estatica dos ratos apds injegdo dos compostos ao longo do tempo. As
imagens A, D, G e J correspondem a nanoparticulas de EDTMP/PLA//PVA- %™ ¢ 30min, 1h, 2h 2h30min

pos-injecdo. As imagens B, E, H, K correspondem a biodistribuicdo do EDTMP-¥"

Tc ndo encapsulado
nos tempos: 30min, 1h, 2h, 2h30min apds a injegao. As imagens C, F, |, L correspondem a biodistribuicao

das nanoparticulas de PLA/PVA ao longo dos tempos: 30min,1h, 2h e 2h30min.
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Segundo Davis et al. (2008) e Ganett & Kallinteri (2006), nanoparticulas
hidrofdbicas sé&o rapidamente recobertas por proteinas do soro, o que facilita seu
reconhecimento por macréfagos e neutrofilos, que estdo em alta concentragdo em
orgaos como baco e figado. Esta seria uma das possiveis explicacdes para a alta
concentracdo das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP no figado e bacgo. Outro fator
que contribui para a maior concentragdo das nanoparticulas no figado e bago esta no
fato do endotélio, nesses 6rgaos, ser fenestrado permitindo que compostos maiores
que 100nm passem livremente por entre as células endoteliais (Garnett & Kallinteri,

2006).

Ainda analisando as imagens A, D, G e J da figura 28, é possivel observar uma
captacdo das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP, em todas elas, no rim e bexiga,
condizente com excregao renal. A contagem nos rins apontou uma captagao de 2%
dose/grama de tecido em 15min e 3h. J& em 2h30min, a captacdo foi de 5,7%
dose/grama de tecido e 5,8% dose/érgao em 2h30min. Esse padrao de captagdo nos
rns e na bexiga se repete nas imagens do EDTMP n&o encapsulado marcado com
¥MTc (figura 28. B, E, H e K). A %ID/érgdo e %ID/g foram de 7% e 5%,
respectivamente, em 2h apés a injecao e 1,5% para ambas em 2h30min pds-injecao
(graficos 5). Assim, sugere-se que a excrecgao renal se da em 2h para o EDTMP nao

encapsulado e em 2h30min para o EDTMP encapsulado (graficos 3 e 5).
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Grafico 3: Biodistribuicdo das nanoparticulas de EDTMP/PVA/PLA em 15min, 2h30min e 3h

apos retirada dos érgéos e contagem em um contador gama, A. %ID/6rgao; B. %ID/g por érgéo.
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Grafico 4: : Biodistribuicdo das nanoparticulas de PVA/PLA em 2h e 24h apds retirada dos

orgaos e contagem em um contador gama, A. %ID/érgéo; B. %ID/g por 6rgao.
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Grafico 5: Biodistribuicdo do EDTMP n&o encapsulado em 2h e 2h30min apds retirada dos

orgaos e contagem em um contador gama, A. %ID/érgéo; B. %ID/g.

As nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP apresentaram uma permanéncia no

sangue em 2h30min pés-injecao: 2,5% da dose injetada por grama de tecido. Essa

permanéncia no pool sanguineo corrobora a afirmacao de Davis et al. (2008) e Garnett
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& Kallinteri (2006) e sugere uma forte interacdo com a proteinas plasmaticas, em

particular a albumina.

As nanoparticulas poliméricas com EDTMP apresentaram captacdo pulmonar
%ID/g variando de 1,5 a 2,5% (graficos 4). A captagao cerebral nao foi significativa para
nenhum dos trés compostos testados, o que era esperado, uma vez que nenhum deles

tinha algum biodirecionamento para esse 6rgao.

Por ultimo, foi feito um estudo para avaliar o biodirecionamento das
nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP para o osso. Seguindo o procedimento descrito no
item 3.8, no qual, avaliou-se a captagdo no fémur e comparou essa captagao para os

trés compostos. O resultado esta expresso no grafico 6.

¥ Nanocépsulas de EDTMP/PLA/PVA
W EDTMP
Nanocapsula PLA/PVA
. I
0,5 0,4 0,4
2h

2h:30min
Tempo

3,0

2,5
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0,0 S T
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Grafico 6: Grafico comparativo da captagdo no fémur das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP

(azul), EDTMP n&o encapsulado (vermelha) e nanoparticulas de PLA/PVA (verde) ao longo do tempo.

Observando o grafico 6 é possivel concluir que a captagdo das nanoparticulas de

PLA/PVA/EDTMP e do EDTMP nao encapsulados séo praticamente iguais em 30min.
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No entanto, no caso das nanoparticulas poliméricas de EDTMP, essa captacédo se
mantém constante por até 2h30min apos a injegao, provavelmente devido a liberagao
controlada desse farmaco no local de atuagao assim como sua ligagao mais acentuada

a proteinas plasmaticas.

No tocante ao EDTMP, esse apresentou uma queda na captacdo por esse
tecido ao longo do tempo. Esse fato é importante, pois, visando o uso no tratamento, as
nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP apresentam uma permanéncia prolongada no
tecido de interesse. As nanoparticulas de PLA/PVA apresentaram uma captacao 6ssea

insignificante, como era o esperado.

Em resumo temos que as nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP possivelmente
sofrem excrecao renal. A captacdo dessas nanoparticulas é alta no figado e bacgo,
provavelmente, devido a sua hidrofobicidade estrutural e a grande variacao de
tamanho. As nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP apresentaram uma captacéo éssea,
inicialmente, igual ao EDTMP nao encapsulado. No entanto, em um tempo prolongado

sua permanéncia foi superior sustentando seu uso como drug delivery system.
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4. Conclusoes:

As nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP foram obtidas com sucesso pelo método
de dupla emulsificagdo. A metodologia de caracterizacdo por AFM mostrou-se eficiente
e deve ter seu uso estendido para outros sistemas poliméricos. As nanoparticulas
apresentaram forma esférica, com dispersdo de tamanho entre 100~500nm e superficie

heterogénea.

As nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP se mostraram resistentes a uma
irradiacao de até 7kGy de raios y. Através das imagens de fase 1 e fase 2 foi possivel
identificar as variagdes ocorridas nas nanoparticulas poliméricas irradiadas com doses
acima desta. Assim, desenvolvemos nesse trabalho um novo protocolo de avaliagéo de

sistemas poliméricos irradiados.

A marcagdo pelo método direto com *™Tc foi eficiente e a biodistribuigdo das
nanoparticulas feitas em animais sadios, mostrou um direcionamento dessas para o
tecido 6sseo, permanecendo nesse por mais tempo que o EDTMP nao encapsulado.
Este resultado nos leva a conclusdo que a encapsulagdo do EDTMP constitui uma
potencial vantagem as aplicagbes clinicas e, portanto, este estudo merece ser

ampliado.
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5. Perspectivas:

As perspectivas desse trabalho sdo primeiramente a determinagao da eficiéncia
de encapsulagdo das nanoparticulas poliméricas de PLA/PVA/EDTMP. Tal ponto é
importante tanto na selecdo do melhor método de produgdo das nanoparticulas quanto
para quantificar a porcentagem de EDTMP que sera injetado no paciente. Em seguida
serao realizadas novas modificacbes no preparo das nanoparticulas poliméricas a fim
de buscar uma melhor uniformidade de tamanho das mesmas. Os parametros que
podem ser, principalmente, alterados sdo: concentragao e tipo do tensoativo, volume

das solugdes e poténcia e tempo da ultrassonicacgao.

Apos as modificagbes nos parametros de producdo das nanoparticulas de
PLA/PVA/IEDTMP serao realizadas imagens tanto da suspensao das nanoparticulas
quanto do sobrenadante. Esses também serdo analisados quanto ao fato de serem
capsulas ou esferas macicas, através do método desenvolvido nessa dissertagao e por
MET. Além disso, serdo avaliadas a resisténcia das nanoparticulas em diferentes pHs,

visto que, na regiao da metastase 0ssea, o pH pode ser igual a 4,5.

Também pode ser feito a imagem das nanoparticulas PLA/PVA/EDTMP em
suspensao. Tal fato seria importante, uma vez que a secagem por ar pode acarretar em
uma grande tensao superficial sobre a particula e, com isso, causar uma deformagao
na mesma. Um modo de fazé-lo € por AFM em liquido. Outra forma de evitar tal
problema é através da prévia liofilizacdo das nanoparticulas, transformando, assim, a

solugdo em po e analisando o0 mesmo.
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Ainda como perspectiva temos a avaliagao citotoxica das nanoparticulas de
PLA/PVA/EDTMP frente a um numero maior de células. Outra seria a ampliagao do
estudo de biodistribuicdo das nanoparticulas de PLA/PVA/EDTMP em animais
saudaveis, por um periodo mais longo de avaliagcdo. Nesses animais serdo feitas
analises histopatologicas e bioquimicas para analise dosimétrica detalhada dos érgaos,
em especial da medula 6ssea, possibilitando observar se a mesma esta sofrendo

alteracao.

Em seguida, nanoparticulas poliméricas de '**Sm-EDTMP serdo produzidas com
o intuito da avaliagdo das mesmas frente a animais com metastase 6ssea. Por fim,
serao pesquisadas possiveis modificacdes na superficie ds nanoparticulas poliméricas

a fim de aumentar o direcionamento das mesmas para o tumor.
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