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RESUMO 

 

 

BRAGA, Thaís Ligiéro. Nano-octreotida radiomarcada com tecnécio-99 metaestável como 

agente diagnóstico de tumor secretor de polipeptídeo pancreático (PPoma).2019. 111f. Tese 

(Doutorado em Bioências) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019. 

 

O câncer de pâncreas está preste a se tornar a segunda causa de morte por câncer no 

mundo. Dentre os seus tipos tumorais, tem-se o Tumor Secretor de Polipeptídeo Pancreático 

(PPoma). Tumor raro que apresenta alta taxa de malignidade (90%) ocorrendo 

preferencialmente metástase no fígado e de prognóstico ruim, com taxas de sobrevida em 5 

anos menores do que 10%. Isto se deve, principalmente pela demora no diagnóstico, que 

geralmente é feito de modo acidental ou pelo efeito de massa que causa uma dor abdominal 

inespecífica pela hepatomegalia ou sintomas sugestivos de obstrução do ducto pancreático ou 

biliar. O PPoma é classificado como um tumor neuroendócrino pancreático não funcional que 

superexpressa o SSTR 2 (Receptor de Somatostatina do subtipo 2). A Octreotida possui alta 

afinidade pelo SST 2, mas sua marcação com Tecnécio-99 metaestável (
99m

Tc) pelo modo 

direto tem-se demonstrado com baixo rendimento. Com o advento da nanotecnologia, 

problemas no direcionamento para células tumorais na produção e na adesão do radiofármaco 

no órgão alvo têm sido superados. Assim o presente trabalho tem como objetivo principal a 

produção de um nanorradiofármaco com base de nanopartículas poliméricas de ácido 

poliláctico(PLA) carregado com Octreotida e radiomarcadas com 
99m

Tcpara obtenção de um 

agente diagnóstico do PPoma. A Octreotida foi encapsulada na forma de nanopartículas pelo 

método de dupla emulsificação utilizando o polímero PLA e o tensoativo álcool polivinílico 

(PVA) na concentração de 4% do fármaco. A caracterização das nanopartículas foi realizada 

pela técnica de Microscopia de Força Atômica (AFM) e Espalhamento Dinâmico da Luz 

(DLS) e a eficiência da encapsulação pela análise indireta no espectrofotômetro a 279 nm 

para leitura da Octreotida. A avaliação da citotoxicidade realizada pelo ensaio de MTT 

(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio) em várias concentrações do 

nanossistema frente a linha celular de carcinoma pancreático humano(MIA Paca-2) que 

expressão SSTR 2 mimetizando o PPoma. Pelo método direto fez-se aradiomarcação do 

nanossitema com 
99m

Tc. Em seguida determinou o seu rendimento e estabilidade da 

radiomarcação até 24 horas pela cromatografia em papel, utilizando a fase estacionária papel 

de Whatmam nº 1 e para a fase móvel a acetona. No estudo de biodistribuição foram 

utilizados camundongos machos de Balb/c induzidos pelo xenoenxerto de MIA Paca-

2divididos em dois grupos cada um com 6 animais para avaliar nanopartículas com e sem a 

Octreotida. Após duas horas da administração do nanorradiofármaco, os animais foram 

sacrificados e dissecados para contagem dos órgãos no contador gama. Os resultados 

mostraram que as nanopartícula eram de tamanho em torno de 189 nm, tanto pelo DLS quanto 

pelo AFM e com Índice de Polidispersão (PDI) de 0,097 corroborando o comportamento 

monodispersivo. A eficiência do encapsulamento da Octetotida foi de 60%. As nanopartículas 

foram radiomarcadas com sucesso e estáveis por 24 h com 
99m

Tc, demostrando uma excelente 

absorção pelo tumor induzido. O ensaio MTT corroborou a segurança do nanossistema para 

as células. Portanto, o uso de nanopartículas de PLA/PVA/Octreotida marcadas com 
99m

Tc 

podem ser utilizadas como agente de imagem para o PPoma. 

 

Palavras-chaves: PPoma. Octreotida. Nanorradiofármaco. Radiofarmácia. Agente de imagem.  



 

ABSTRACT 

 

 

BRAGA, Thaís Ligiéro. Metastable technetium-99 Radiolabeled Nano-Octreotide as a 

diagnostic agent for pancreatic polypeptide-secreting tumor of the distal pancreas  

(PPoma).2019. 111f. Tese (Doutorado em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto 

Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018. 

 

Pancreatic cancer is about to become a cause of cancer death in the world. Among its 

tumors, there is the Pancreatic Polypeptide-Secreting Tumor of the Distal Pancreas (PPoma). 

A rare tumor that belongs to the malignancy rate (90%), occurring mainly with bad breath and 

poor prognosis, with survival rates in 5 years of less than 10%. In the absence of diagnosis, 

this should be done in an intensive or accidental manner or with mass effect, which causes 

non-specific abdominal pain due to hepatomegaly or symptoms suggestive of obstruction of 

the pancreatic or biliary duct. PPoma is classified as a non-functional pancreatic 

neuroendocrine tumor that overexpresses SSTR 2 (Somatostatin Receptor of subtype 2). 

Octreotide has a high affinity for SST 2, but its labeling with Technetium-99 meta-stable 

(
99m

Tc) by direct mode has been shown to be low yield. With the advent of nanotechnology, 

the problems in the targeting of tumor cells in the production and in the adhesion to the 

radiopharmaceutical are not favorable agents to those overcome. Thus the present work has as 

main objective the production of nanorradiopharmaceuticals based on polymeric nanoparticles 

of polylactic acid(PLA) loaded with Octreotide and radiolabeled with 
99m

Tc to obtain a 

diagnostic agent of the PPoma. Octreotide was encapsulated in alcohol nanoparticles by the 

emulsion emulsion method using the PLA polymer and the poly(vinyl alcohol) surfactant 

(PVA) at 4% concentration of the drug. The characterization of the nanoparticles was 

performed using the technique of Atomic Force Microscopy (AFM) and Dynamic Light 

Scattering (DLS) and the efficiency of the encapsulation of the indirect analysis in the 

spectrophotometer at 279 nm for the reading of Octreotide. Evaluation of cytotoxicity by the 

MTT assay (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) at various 

concentrations of the nanosystem against a human pancreatic carcinoma cell line (MIA Paca-

2) SSTR 2 by mimicking the PPoma and by direct method radiolabeled the nanosystem with 
99m

Tc and then determined its yield and radiolabel stability up to 24 hours by paper 

chromatography using a Whatmam n° 1 paper stationary phase and for a mobile acetone 

phase. The bioavailability study was used in males of Balb/c induced by the MIA Paca-2 

xenograft divided into two groups each with 6 animals for the effect of nanoparticles with and 

without an Octreotide. The results were as nanoparticles of size around 189 nm, by size as 

well as by AFM and with Polydispersity Index (PDI) 0.097 corroborating the monodispersive 

behavior. The efficiency of the Octetotide encapsulation was 60%. As nanoparticles were 

successfully radiolabeled and stable for 24 hours with 
99m

Tc, demonstrating an excellent 

induced tumor. The MTT assay corroborated a safety of the nanosystem for the cells. 

Therefore, the use of 
99m

Tc-labeled PLA/PVA/Octreotide nanoparticles can be used as an 

image agent for PPoma. 

 

 

Keywords: PPoma. Octreotide.Nanoradiopharmaceuticals. Radiopharmacy.Imaging agent. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

O Tumor Secretor de Polipeptídeo Pancreático, do inglês, Pancreatic Polypeptide- 

Secreting Tumor of the Distal Pancreas (PPoma) é classificado como um tipo de neoplasia 

pancreática endócrina responsável por acometer  o lado direito do órgão (a cabeça) onde 

encontra-se 90% das células PP que produzem o hormônio, polipeptideo pancreático (PP), 

secretado por este tipo tumoral (BRERETON et al., 2015; VINIK; FELIBERTI; PERRY, 

2017; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019; INCA, 2019). Embora tenha osníveis 

aumentados deste hormônio, não gera síndrome metabólica, uma vez que este hormônio é 

biologicamente inativo,sendo considerado um tumor clinicamente silencioso,classificado 

como um tipo de tumor neuroendócrino, do inglês, Neuroendocrine Tumors (NET) não 

funcional, com incidência próxima a 1% sendo, portanto, raro e agressivo (JENSEN, 2008; 

ALEXAKIS & NEOPTOLEMOS, 2008; SANTOS, 2011; PRRNT, 2013; MAXWELL, 

O’DORISIO & HOWE, 2016). Na maioria das vezes é diagnosticado acidentalmenteou 

devido a sintomas inespecíficos. Todo esse cenário, resulta no grande desafio para um 

diagnóstico precoce do PPoma, acarretando um tratamento curativo restrito, e uma alta taxa 

de metástase hepática (90%), ocasionando umabaixa taxa de sobrevida relativa de 5 anos, com 

queda acentuada desse tempo nos casos metastáticos (MULLAN et al., 2001; SANTOS, 

2011; PRRNT, 2013; MAXWELL; O’DORISIO; HOWE, 2016; AMERICAN CANCER 

SOCIETY, 2019;VINIK; FELIBERTI; PERRY, 2017).  

Dentre os medicamentos mais sensíveis e específicos ao tratamento do câncer, 

encontram-se o Radiofármaco que é definido como “medicamento com finalidade diagnóstica 

ou terapêutica que, quando pronto para o uso, contém um ou mais radionuclídeos” (ANVISA, 

RDC Nº 38/2008). A nanotecnologia vem sendo aplicada ao campo da radiofarmácia, 

objetivando o desenvolvimento de micro e/ou nanopartículas, com o objetivo de melhorar a 

biodisponibilidade do radiofármaco, permitir maior eficiência no direcionamento nas diversas 

formas farmacêuticas e facilitar a incorporação do fármaco na formulação, consequentemente 

melhorandoos resultados do diagnóstico e/ou terapia (WANG et al., 2015;SARCINELLI et 

al., 2016; ODA et al., 2017; PORTILHO et al., 2018). Assim com o advento do 

desenvolvimento de radiofármacos em escala nanométrica, chamados nanorradiofármacos, 

propicia-se um novo paradigma tanto para a Medicina Nuclear quanto para a Radiofarmácia e 

desponta como alternativa viável ao tratamento e diagnóstico de tumores (TING et al., 2010; 

ODA et al., 2017; SANTOS-OLIVEIRA; STABIN, 2018). 
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Frente a todo esse cenário do PPoma, cujos os métodos convencionais não apresentam 

resolutividade, nem sensibilidade para a detecção da doença em estágios muito iniciais 

(PRRNT, 2013; BRERETON et al., 2015; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). Mister 

se faz  o desenvolvimento de uma tecnologia específica, sensível e confiável que permita a 

realização do diagnóstico precoce e preciso, lançando-se  ao uso da nanotecnologia 

(OLIVEIRAet al., 2012; ALBERNAZ et al., 2014; GHOREISHI et al., 2018; PINTO et al., 

2018). Assim, se justifica a pesquisa e desenvolvimento de nanorradiofármacos a base de 

análogos da Somatostatina (Octreotida) para a detecção precoce do câncer de pâncreas. 
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1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA             

 

 

1.1 Tumor Secretor de Polipeptídeo Pancreático_Pancreatic Polypeptide-Secreting Tumor 

of the Distal Pancreas (PPoma) 

 

 

O câncer de pâncreascongrega-se muito próximo a segunda principal causa de morte 

relacionada ao câncer e o seu prognóstico ruim se mantém praticamente inalterado, 

apresentando uma das menores taxa de sobrevida relativa de 5 anos que é de apenas 6%. 

Atualmente, a prevenção ou diagnóstico precoce em um estágio curável é extremamente 

difícil.A ressecção cirúrgica com quimioterapia sistêmica adjuvante, correspondendo apenas 

10 a 20% dos casos, atualmente, fornece a única chance de sobrevida em longo prazo 

demonstrando um aumento na taxa de sobrevida relativa de 5 anos para 30 a 40% (RAHIB et 

al.,2014; STROBEL et al., 2018; COLLISSON et al. 2019; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 

2019). 

As neoplasias pancreáticas são classificadas de acordo com a fisiologia em dois 

grandes grupos: câncer de pâncreas exócrino (aproximadamente 94%), representado, 

principalmente, pelo adenocarcinoma, e câncer endócrino (aproximadamente 6%), sendo 

tumores neuroendócrinos (NET) os maiores representantes (ILIC, M.; ILIC, I., 2016; 

AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). Dentre os NETs há uma divisão em relação à 

geração ou não de uma síndrome metabólica causada principalmente pelo excesso do 

hormônio secretado em cada tipo tumoral, assim, são classificados em NET funcionais (40-

50%) pela presença da síndrome metabólica e NET não funcionais (50-60%) pela ausência da 

síndrome (PRRNT, 2013; ALURI; DILLON, 2017). 

Os NETs são encontrados em vários órgãos, por isto recebem o nome de Tumores 

Neuroendócrinos Pancreáticos, do inglês, Pancreatic Neuroendocrine Tumors (PNET) que 

representam em torno de 4 a 7% dos NET gastrenteropancreáticos e 1 a 2% das neoplasias 

pancreáticas (HAUGVIK et al., 2015). Os PNETs não funcionantes correspondem a 68-90% 

dos casos (MAXWELL; O’DORISIO; HOWE, 2016). 

Dentre os NETs,Tumor Secretor de Polipeptídeo Pancreático (PPoma)acomete a 

cabeça do pâncreas (Figura 1) onde se encontram 90% das células PP que liberam o hormônio 

PP,  estando o mesmo elevado neste tipo tumoral. Contudo, não leva a síndrome metabólica, 
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sendo classificado dessa forma como um tumor neuroendócrino não funcional (PRRNT, 

2013; MAXWELL; O’DORISIO; HOWE, 2016). 

 

Figura 1 – Localização anatômica do pâncreas e dos tumores pancreáticos.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A – Localização anatômica e partes do Pâncreas; B – Estágios do câncer pancreático. No estágio IA, o 

tumor é de 2 cm ou menor. No estágio IB, o tumor é maior que 2cm, mas não maior que 4 cm de 

diâmetro. 

Fonte: Pancreatic Cancer Treatment (PDQ
®
), 2019. 
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A incidência do PPoma é menor que  1% dentre todos os  NET não funcionais, sendo 

considerado um tumor raro e mais prevalente em indivíduos entre a 5ª e 6ª década de vida. Os 

únicos efeitos fisiológicos da alta liberação do hormônio PP são a inibição da contração da 

vesícula biliar e a secreção enzimática pancreática, alterações sutis e que fazem com que esse 

tumor seja classificado como clinicamente silencioso. Por isto, geralmente são diagnosticados 

acidentalmente (por exemplo, por endoscopia) ou devido a sintomas inespecíficos tais como: 

hepatomegalia, obstrução do ducto pancreático ou icterícia. Cabe lembrar, contudo que o 

PPoma está ainda, relacionado a apresentação clínica da Neoplasia Endócrina Múltipla do tipo 

1, do inglês, Multiple Endocrine Neoplasia Type 1 (MEN-1), caracterizada geneticamente 

como  uma  hiperplasia ou neoplasia em duas ou mais glândulas endócrinas de uma mesmo 

paciente. Apesar de ser uma síndrome rara, a MEN-1 está associada ao PPoma em  entre 18 a 

44% (MULLAN et al., 2001; KUO et al., 2008; PRRNT, 2013; MAXWELL; O’DORISIO; 

HOWE, 2016; VINIK; FELIBERTI; PERRY, 2017). Devido a essa demora no diagnóstico e 

de sua natureza altamente vascular, o PPoma mesmo tendo uma crescimento lento, quando 

consegue ser diagnosticado possue tamanho grande (> 4 cm) (Figura 1) e em torno de 90% 

dos casos, já apresneta metástase hepática (MULLAN et al., 2001; METZ, JENSEN, 2008; 

MAXWELL; O’DORISIO; HOWE, 2016; VINIK; FELIBERTI; PERRY, 2017). 

Um ponto importante é a diferenciação entre um NET pancreático nãofuncional, como 

o PPoma, e um adenocarcinoma do pâncreas, uma vez que a diferença entre esses dois tipos 

de tumores são sutis, o que torna, muitas vezes, difícil sua distinção. Em especial pelo fato de 

ambos expressarem receptores de somatostatina do subtipo 2, do inglês, Cellular Receptors 

Termed Somatostatin Receptorsubtype 2 (SSTR 2) (JENSEN, 2008;HALFDANARSON et 

al., 2008; DAVIES; CONLON, 2009; PRRNT, 2013; MAXWELL; O’DORISIO; HOWE, 

2016; VINIK; FELIBERTI; PERRY, 2017). 

Os principais fatores de risco relacionados com PPoma são: alto consumo de gordura 

saturada; malignidade - comprometimento associado no metabolismo da glicose; disfunção 

tireoidiana; consumo de álcool; tabagismo; condições médicas, como diabetes mellitus e 

fatores ambientais, como a radiação. Sabe-se que risco para desenvolver o câncer pancreático 

é de 1 em 67 (YAO; HOFF. P; HOFF A., 2011; SIEGEL et al., 2015;VINIK; FELIBERTI; 

PERRY, 2017; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). 
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1.2 Somatostatina 

 

 

Krulich e colaboradores (1968) fazendo experimentos de pesquisa sobre fatores 

hipotalâmicos descobrirama somatostatina (SST), sendo mais tarde identificada nas células 

delta das ilhotas de Langerhans e em células semelhantes do trato gastrintestinal e sistema 

nervoso central.  

A SST é umhormônio composto por um peptídeo cíclico contendo 14 aminoácidos que 

pertence a um grupo de peptídeos que incluem a somatostatina original (SST-14), uma 

molécula ampliada de 28 aminoácidos (SST-28) e um fragmento contendo 12 aminoácidos 

iniciais da somatostatina 28 [SST-28(1-12)] (Figura 2). A SST éconsiderada um peptídeo 

multifuncional, sintetizada pelo hipotálamo, em tecidos periféricos (hipófise, pâncreas) e trato 

gastrointestinal. No pâncreas é secretadapela células D (delta) das ilhotas de Langerhans 

(SUN; COY, 2015; MARTÍN-GAGO et al., 2016; RORSMAN; HUISING, 2018). 

 

Figura 2 – Representação da Somatostatina 14 e 28 

 

Legenda: Ala: Alanina; Arg: Arginina; Asn: Asparagina; Cys: Cisteina; Glu: Glutamato; Gly: Glicina; Lys: 

Lisina; Met: Metionina; Phe: Fenilalanina; Pro: Prolina; Ser: Serina; Thr: Treonina; Trp: Triptofano. 
Fonte: MELO, 2008. 

 

A SST é sintetizada com um pró-hormônio precursor (96 aminoácidos) e processada 

por clivagem proteolítica para dar origem a duas formas predominantes: SST-14 e a SST-18, 

sendo encontradas no plasma, > 90% e5-10%, respectivamente. Tem um tempo de meia-vida 

biológicacurto, de um a três minutos. Atua como neurotransmissor no sistema nervoso central 

e como hormônio em outros sítios, tendo a função de inibição da liberação diversos 

hormônios como os pancreáticos e do hormônio do crescimento. Assim é classificada como 

um amplo neuropeptídeo inibitório (RAI et al., 2015; SUN; COY, 2015; MARTÍN-GAGO et 
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al., 2016; BRUNTON; HILAL-DANDAN; KNOLLMANN, 2018; RORSMAN; HUISING, 

2018). 

Os aminoácidos da SST formam o hormônio tetradecapeptídeo cíclico endógeno que 

se ligam ao receptor celularde somatostatina, do inglês, Cellular Receptors Termed 

Somatostatin Receptor (SSTR), acoplado à proteína G inibitóriade modo a inibir o acúmulo 

de AMPc (Adenosina 3',5'-Monofosfato cíclico) e ativam os canais de K
+
 (potássio) bem 

como as fosfatase da fosfotirosinaestando presente tanto nas células normais quanto nas 

tumorais. A superexpressão de receptores de somatostatina em células tumorais é 100 vezes 

maior do que em células normais, principalmente de origem neuroendócrina como 

carcinóides, tumor de célula da ilha pancreática (onde se encontra o PPoma), carcinoma 

pulmonar de células pequenas e alguns carcinomas de tireóide. Foram isolados, clonados e 

sequenciados 5 subtipos de SSTR, tendo-se  observado que cada tipo tumoral tem a expressão 

de um ou mais do tipos de SSTR. No caso do PPoma tem-se a expressão do subtipo 2 do 

SSTR (KWEKKEBOOM et al., 2010; PRRNT, 2013; RAI et al., 2015; SUN; COY, 2015; 

ABDELLATIF et al., 2018; BRUNTON; HILAL-DANDAN; KNOLLMANN, 2018; 

ŁUKOMSKA et al., 2018; WILLIAMS et al., 2019). 

Os usos terapêuticosda SST in natura incluem bloqueio da liberação hormonal em 

tumores pancreáticos endócrinos secretores, carcinoides e adenomas secretores do hormônio 

do crescimento. Contudo, ela apresenta diversas desvantagens como: meia-vida biológica 

muito curta (1 a 3 minutos) eespectro inespecífico de atuação (RAI et al., 2015; RORSMAN; 

HUISING, 2018). Tais fatos impulsionaram o desenvolvimento de análagos de somatostatina 

tanto para diagnóstico como para terapia, levando a criação de agonistas seletivosde longa 

duração dos receptores de SST. A maioria dos análogos de somastostatina liga-se fortemente 

a dois dos cinco subtipos de receptores, embora recentemente tenha sido introduzido um 

agonista de maior afinidade. Na Tabela 1, apresenta os principaisanálogos de SST usado na 

prática clínica da Medicina Nuclear podendo ser para diagnóstico através da obtenção de 

imagens de Tomografia Computadorizada por Emissão de Fóton Único, do inglês, Single-

Photon Emission Computed Tomography (SPECT) e Tomografia por Emissão de Pósitron, do 

inglês, Positron Emission Tomography (PET) ou para Terapia com Radionuclídeos de 

Receptor Peptídico, do inglês, PRRNT, Peptide Receptor Radionuclide Therapy (PRRNT) 

(Tabela 1) (KWEKKEBOOM et al., 2010; SUN; COY, 2015; ABDELLATIF et al., 2018; 

BEHLING et al., 2018;ŁUKOMSKA et al., 2018;PAUWELS et al., 2018; RAMAGE; 

NARAEV; HALFDANARSON, 2018; WILLIAMS et al., 2019). 
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Tabela 1 – Perfil de afinidade in vitro (concentração inibitória de 50% (IC50) em mmoL/L ± 

erro padrão damédia) para o receptor de somatostatina humana de vários análogos 

da somatostatina 

Peptídeo SSTR 1 SSTR 2 SSTR 3 SSTR 4 SSTR 5 

Somatostatina-28 5,2±0,3 2,7±0,3 7,7±0,9 5,6±0,4 4±0,3 

Análagos da Somatostatina      

Octreotida > 10 000 2±0,7 187±55 > 1 000 22±6 

DTPA-Octreotida > 10 000 12±2 376±84 > 1 000 299±50 

DOTA-[Try
3
]Octreotida > 10 000 14±2,6 880±324 > 1 000 393±84 

DOTA-[Try
3
]Octreotato > 10 000 1,5±0,4 > 1 000 453±176 547±160 

DOTA-Lanreotide > 10 000 26±3,4 771±229 > 10 000 73±12 

Imagem SPECT      

111
In-DTPA-Octreotida > 10 000 22±3,6 182±13 > 1 000 237±52 

Imagem PET      

68
Ga-DOTA-[Try

3
]Octreotato > 10 000 0,2±0,04 > 1 000 300±140 377±18 

68
Ga-DOTA-[Try

3
]Octreotida > 10 000 2,5±0,5 613±140 > 1 000 73±12 

68
Ga-DOTANOC > 10 000 1,9±0,4 40±5,8 260±74 7,2±1,6 

PRRNT      

90
Y-DOTA-[Try

3
]Octreotida > 10 000 11±1,7 389±135 > 10 000 114±29 

90
Y-DOTA-[Try

3
]Octreotato > 10 000 1,6±0,4 > 1 000 523±239 187±50 

90
Y-DOTA-Lanreotida > 10 000 23±5 290±105 > 10 000 16±3,4 

177
Lu-DOTA-[Try

3
]Octreotato > 1 000 2,0±0,8 162±16 > 1 000 > 1 000 

Legenda:DTPA: Diethylene Triamine Pentacetic Acid_Ácido Dietileno Triamino Pentácetico; DOTA: 1,4,7,10-

Tetraazacyclododecane-1,4,7,10-Tetraacetic Acid_Ácido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-

tetraacético; DOTANOC: DOTA-1-NaI3-Octreotida; SPECT: Single-Photon Emission Computed 

Tomography_Tomografia Computadorizada por Emissão de Fóton Único;
68

Ga: Gálio-68;
111

In: Índio-

111; 
177

Lu: Lutécio-177; PET:Positron Emission Tomography_Tomografia por Emissão de Pósitron; 

PRRNT: Peptide Receptor Radionuclide Therapy_Terapia com Radionuclídeos de Receptor 

Peptídico; SSTR 1:Cellular Receptors Termed Somatostatin Receptor subtype 1 _Receptor Celular 

denominados de Receptores de Somatostatina do subtipo 1; SSTR 2: Cellular Receptors Termed 

Somatostatin Receptor subtype 2 _Receptor Celular denominados de Receptores de Somatostatina do 

subtipo 2; SSTR 3: Cellular Receptors Termed Somatostatin Receptor subtype 3 _Receptor Celular 

denominados de Receptores de Somatostatina do subtipo 3; SSTR 4: Cellular Receptors Termed 

Somatostatin Receptor subtype 4 _Receptor Celular denominados de Receptores de Somatostatina do 

subtipo 4; SSTR 5: Cellular Receptors Termed Somatostatin Receptor subtype 5 _Receptor Celular 

denominados de Receptores de Somatostatina do subtipo 5; Try
3
: Tyrosine at position 3_Tirosina na 

posição 3; 
90

Y: Ítrio-90. 

Nota: Todos os valores são metade da concentração inibitória máxima (IC50). 

Fonte: Adaptação de KWEKKEBOOM et al., 2010, PAUWELS et al., 2018 e RAMAGE; NARAEV; 

HALFDANARSON, 2018. 
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1.3 Octreotida 

 

 

A octreotida (OCT) é uma análogo sintético da somatostatina que possui alta afinidade 

pelos receptores de somatostatina, principalmente os subtipos 2 e 5, que podem ser 

encontrados nocérebro, hipófise, pâncreas e vasos sanguíneos. AOCT tem uma afinidade 

relativamente maior pelo subtipo 2 (expresso no PPoma) do que a SST (Tabela 1). Outro 

aspecto importante é que a OCT tem maior utilidade clínica, pois é mais potente e possui uma 

meia-vida biológica mais longa (90 a 120 minuntos) do que a somatostatina. Na figura 3 

demonstra-se a semelhança estrutural desses peptídeos (KWEKKEBOOM et al., 2010; 

PRRNT, 2013; MARTÍN-GAGO et al., 2016; YAU et al., 2017; PAUWELS et al., 2018; 

WILLIAMS et al., 2019; ZHU et al., 2019). 

 

Figura 3 – Comparação estrutural da Somatostatina (A) eda Octreotida (B) 

 

Legenda: Ala: Alanina; Asn: Asparagina; Cys: Cisteina; Gly: Glicina; Lys: Lisina; Phe: Fenilalanina; Ser: 

Serina; Thr: Treonina;Trp: Triptofano. 

Fonte: Adaptaçãode BRUNTON LL; HILAL-DANDAN; KNOLLMANN, 2018. 

 

 

1.3.1 Farmacodinâmica e Farmacocinética da Octreotida 

 

 

Em 1988 a Octreotida (Sandostatin
®
) teve a sua primeira aprovação no FDA (Food 

and Drug Administration) para tumores carcinoides e tumores secretores de 
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peptídeovasoativo intestinal. Atualmente há várias outras indicações aprovadas. Entretanto, na 

listagem ainda não se encontra o PPoma (FDA, 2019). O mesmo se observa no Brasil, a 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) aprovou o uso da Octreotida 

(Sandostatin
®
) em 1995 e até hoje tem várias indicações, mas não para o PPoma (ANIVISA, 

2019). 

A OCT inibe a secreção patologicamente aumentada do hormônio do crescimento 

(GH), dediversos peptídeos endógenos (peptídeos vasoativos intestinais, gastrina, 

motilina, insulina, glucagom, secretina e polipeptídeos pancreáticos) e da serotonina 

produzidas dentro do sistema endócrino gastroenteropancreático. Sua ação se deve pela 

inibição, principalmente, do SSTR 2, consequentemente inibição de diversos hormônios, 

como os pancreáticos, dentre eles o PP. A cascata de eventos se dá pela inibição da 

sinalização da quinase c-Jun N-terminal, ou seja, ligação ao receptor acoplado à proteína G 

inibitória de modo a inibir o acúmulo de AMPc e ativam os canais de K
+
 (potássio) com 

consequente bloqueio dos canais de cálcio (Ca
2+

) voltagem-dependente do tipo L e do tipo N. 

Com a inibição da abertura do canal de Ca
2+

, impossibilita a entrada de cálcio no meio 

intracelular, consequentemente impede a liberação de neurotransmissores e/ou hormônios 

(Figura 4) (BODMER et al., 2016; NORVATIS, 2017; RAMAGE; NARAEV; 

HALFDANARSON, 2018; HERRERA-MARTÍNEZ et al., 2019; ZHU et al., 2019; 

WILLIAMS et al., 2019). 
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Figura 4 –Mecanismo de Ação da Octreotida 

 

Legenda: AMPc: Adenosina 3',5'-Monofosfato cíclico; Ca
2+

:Cálcio;   K
+
: Potássio; PP: Polipeptídeo Pancreático; 

SST: Somatostatina; VIP: Peptídeo Intestinal Vasoativo. 

Fonte: Adaptação deHERRERA-MARTÍNEZ et al.,2019.  

 

A OCT pode seradministrada por via subcutânea apresentando uma biodisponibilidade 

plasmática máxima em 2 horas, sendo o efeito supressor persistente por um período de até 

doze horas. Também pode ser administrada por via intravenosa (na forma de bolus) tendo 

biodisponibilidade plasmática máximaem 1 hora após a administração (NORVATIS, 2017; 

BRUNTON; HILAL-DANDAN; KNOLLMANN, 2018; PARAGLIOLA, SALVATORI, 

2018).  

O uso da Octretotida radiomarcada para fins diagnósticos em Medicina Nuclear é 

datada de muitos anos. A OCT pode ser radiomarcada com Tecnécio-99 metaestável (
99m

Tc) e 

Índio-111 (
111

In) para imagens de Tomografia Computadorizada por Emissão de Fóton Único, 

do inglês, Single-Photon Emission Computed Tomography (SPECT) ou com Gálio-68 (
68

Ga) 

para imagens de Tomografia por Emissão de Pósitron, do inglês, Positron Emission 

Tomography (PET), principalmente para detecção dos tumores neuroendócrinos, onde se 

encaixa o PPoma. Contudo, até o presente momento, não há estudosdesses radiofármacospara 
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o diagnóstico específico e diferencial do PPoma (PRRNT, 2013; OVALLES; VERA; 

OLIVIERIA, 2014; SUN; COY, 2015;PAUWELS et al., 2018; ZHU et al., 2019). 

 

 

1.4 Radiofármaco 

 

 

Historicamente, os radiofármacos começaram a ser utilizados em 1905, após a 

descoberta da radioatividade, em 1895, por Henri Becquerel e Wilhelm Conrad Rõntgen. Em 

1886 Henry Becquerel descreveu o fenômeno da radioatividade do urânio, e em 1898, Marie e 

Pierre Curie descobriram o Rádio e Polônio. Em 1903, o Prêmio Nobel de Física foi 

concedido em conjunto a Henry Becquerel e Marie e Pierre Curie pela descoberta da 

radioatividade. Maria Skłodowska Curie recebeu o Prêmio Nobel de Química de 1911 por sua 

descoberta de Rádio e Polônio (KUŁAKOWSKI, 2011; SNMMI, 2019). 

Radiofarmácia é uma especialidade farmacêutica, sendo uma sessão dentro da área de 

Medicina Nuclear encarregada da pesquisa, produção, distribuição e dispensação de espécies 

químicas contendo material radioativo, usualmente denominado Radiofármaco (HIRONAKA 

et al., 2012). A ANVISA definiu em 2008 Radiofármaco como “medicamento com finalidade 

diagnóstica ou terapêutica que, quando pronto para o uso, contém um ou mais radionuclídeos” 

(ANVISA, RDC Nº 38/2008). 

Os radiofármacos são, em geral, administrados por via intravenosa (IV), aguardando-

se a concentração no tecido-alvo antes de adquirir as imagens. As imagens obtidas na câmara 

de cintilação refletem a distribuição do radiofármaco no paciente e podem ser planas ou 

tomográficas (SPECT – tomografia por emissão de fóton único). No caso de radiofármacos 

emissores de pósitrons, as imagens sempre são tomográficas (PET – tomografia por emissão 

de pósitrons) (GUTFILEN; VALENTINI, 2014; SAHA, 2018). 

Devido às propriedades físicas ideais do Tecnécio-99 metaestável (
99m

Tc), tais com 

baixo custo de produção, fácil disponibilidade através do gerador de Molibidênio-

99/Tecnécio-99 mestaestável (
99

Mo/
99m

Tc), emissão de gama puro com energia de 140 keV e 

meia-vida física de 6 hora, sendo ideal para formação de imagens SPECT, número de 

oxidação variável possibilitando a marcação com vários fármacos, torna o 
99m

Tc o 

radionuclídeo de maior aplicação clínica na Medicina Nuclear, correspondendo a mais de 

90% dos procedimentos atuais. Por isto, pesquisas com este radionuclídeos são justificadas 
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com forte indício de aplicação clínica futura (SAGER et al., 2013; MIKOŁAJCZAK; 

MAECKE, 2016; PAUWELS et al., 2018; SAHA, 2018). 

 

 

1.5 Métodos de Diagnósticos do PPoma 

 

 

Segundo o protocolo de investigação do Instituto Nacional de Câncer José Alencar 

Gomes da Silva (INCA) (2019), não existe sinal ou sintoma cuja presença seja sinônimo do 

diagnóstico de qualquer tipo de câncer de pâncreas. Recomenda-se, exames de imagem, como 

ultrassonografia (convencional ou endoscópica), tomografia computadorizada, e ressonância 

magnética no processo diagnóstico. Além deles, os exames de sangue, incluindo a dosagem 

do Antígeno Carboidrato CA 19.9, podem auxiliar no raciocínio diagnóstico. O laudo 

histopatológico, obtido após biópsia de material ou da peça cirúrgica define o diagnóstico da 

neoplasia (INCA, 2019).No entanto, devido à sua sensibilidade e especificidade relativamente 

baixas (70-90% e 68-91%, respectivamente), o CA 19.9 não é um biomarcador ideal para o 

rastreio e a detecção precoce de câncer de pâncreas e a sua principal aplicação clínica é no 

monitoramento da terapia e/ou progressão da doença (ZHOUetal., 2017). 

As técnicas não invasivas de diagnóstico por imagem, como a tomografia 

computadorizada e a ressonância magnética, são utilizadas para obter imagens das alterações 

morfológicas e anatômicas, normalmente, associadas a alguma patologia. No entanto, essas 

técnicas são pouco específicas e sensíveis para o diagnóstico precoce de vários tipos de câncer 

ou para a detecção de pequenos neoplasmas (menores que 1 cm) (BOENO; NABINGER; 

SCHMITT, 2014). Dentre as técnicas de imagens utilizadas em Medicina Nuclear, tem-se: a  

Tomografia Computadorizada por Emissão de Fóton Único, do inglês, Single-Photon 

Emission Computed Tomography (SPECT) e Tomografia por Emissão de Pósitron, do inglês, 

Positron Emission Tomography (PET), as quais  possibilitam a avaliação deparâmetros 

funcionais e metabólicos in vivo, de forma não invasiva, mediante administração dos 

radiofármacos que podem ser gama emissores para SPECT, principalmente, Tecnécio-99 

metaestável (
99m

Tc) e Iodo-123 (
123

I) ou emissores de pósitron, sendo os principais, Flúor-18 

(
18

F) e Gálio-68 (
68

Ga). As informações fornecidas podem auxiliar no raciocínio clínico em 

várias situações nas quais os métodos de imagem anatômicos são limitados (por exemplo, 

infiltração de pequenos linfonodos ou pesquisa de tumor residual após tratamento). Além 

disso, as doses absorvidas pelos pacientes são relativamente menores, sendo uma técnica mais 
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segura tanto para adulto quanto para crianças (BOENO; NABINGER; SCHMITT, 2014; 

BIASSONI; EASTY, 2017; FAHEY et al., 2017; YORDANOVA et al., 2017).  

Os métodos diagnósticos que utilizam radiofármacos apresentam uma sensibilidade de 

detecção na escala de 10
-15

 moles (Figura 5). Isto quer dizer, de maneira geral, que com uma 

quantidade muito pequena de um radiofármaco, 10
-15

 moles, já consegue obter uma imagem 

precisa, ou seja, apresenta alta especificidade. Outro ponto importante é o seu escalonamento 

espacial, por ser um método altamente específico a possibilidade de translacionamento é a 

maior de todas as técnicas disponíveis. Isto é essencial, porque o ato de translacionar, agiliza a 

transferência de resultados da pesquisa básica para pesquisas clínicas, a fim de produzir 

benefícios para a comunidade como um todo (DEBBAGE; JASCHKE, 2008; 

CHAKRAVARTY; HONG; CAI, 2014; SANTOS-OLIVEIRA, 2016; CHAKRAVARTY et 

al., 2017; GOEL et al., 2017). 

 

Figura 5 – Comparação de diversas tecnologias de imagem molecular utilizadas na prática da 

clínica médica 

 

 

Legenda: MR:Magnetic Resonance_Resonância Magnética; MRI: Magnetic Resonance Imaging_Imagem de 

Resonância Magnética; PET:Positron Emission Tomography_Tomografia por Emissão de Pósitron; 

SPECT:Single-Photon Emission Computed Tomography_Tomografia Computadorizada por 

Emissão de Fóton Único; US: Ultrasonography_Ultrassonografia. 

Fonte: Adaptação de SANTOS-OLIVEIRA, 2016.  

 

Cabe ressaltar que quando a Figura 5 é projetada para um radiofármaco na escala 

nanométrica, chamado de nanorradiofármaco, a escala de sensibilidade pode alcançar valores 
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de referência ainda mais baixos, cerca de 10
-19

 a 10
-22

, devido à permeabilidade, 

biodirecionamento e efetividade dos radiofármacos em escala nano. Com a junção da alta 

especificidade do radiofármaco na imagem molecular com a nanotecnologia aumentando 

ainda mais a sensibilidade, faz com que este medicamento atinja um patamar de superioridade 

inalcançável por qualquer outra técnica disponível no mundo atualmente. Portanto, torna-se 

essencial o desenvolvimento de uma tecnologia específica, sensível e confiável que permita a 

realização do diagnóstico precoce e preciso. Novas abordagens com o intuito do 

desenvolvimento, tanto terapêutico quanto de diagnóstico, tem sido intensificadas nos últimos 

anos com o objetivo de um diagnóstico precoce e maior direcionamento no tratamento, 

principalmente na área da oncologia (CHOI; KWAK; PARK, 2010; SARCINELLI et al., 

2016; CHAKRAVARTY et al., 2017; GOEL et al., 2017). 

 

 

1.6 Nanotecnologia 

 

 

A nanotecnologia é uma tecnologia revolucionadorano campo da medicina e 

trouxeinovações desafiadoras tanto no diagnóstico quanto no tratamento de doenças, em 

especial na construção de nano-agentes de várias modalidades da imagiologia, por fornecer 

substâncias biologicamente ativas aos tecidos ouórgãos (MORITZ; GESZKE-MORITZ, 

2015; GOEL et al., 2017). 

Na oncologia, esta revolução se deve, principalmente, na tentativa de superar os 

limites intrínsecos das terapias convencionais contra o câncer e de modificar osagentes de 

diagnóstico que na sua maioriaaumentam o contraste de imagem entre os tipos de tecido, com 

base, principalmente, em propriedades físicas diferentes (prioritariamente pela perfusão) 

gerando imagens de baixa resolução (PATEL S.; PATEL P.; PARE, 2014; CHAKRAVARTY 

et al. 2017; SCHEINBERG et al., 2017; PELAZ et al., 2017; PAN et al., 2019). 

Atualmente, tem-se observadoavanços na nanomedicina, nanotecnologia aplicada na 

área da saúde, como a utilização de múltiplos tipos de nanopartículas (NPs) marcadas com 

radionuclídeos (nanorradiofármacos) para diagnóstico e terapia. Estas NPs exibem melhores 

resultados diagnósticos e efeitos terapêuticos, menor toxicidade e biodistribuição controlável, 

em comparação com radiofármacos de pequenas moléculas. Portanto, a nanotecnologia 

representa uma abordagem promissora e versátil para o desenvolvimento de nano-agentes 

altamente especializados, demonstrando ser uma excelente estratégia para o diagnóstico 

precoce e diferencial por meio do uso de técnicas não invasivas: SPECT ou PET 
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(SARCINELLI et al., 2016; SHI et al., 2017; ZHAO et al., 2017; GOEL et al., 2017). Além 

disso, recentemente, o uso de NPs radioativas como agentes de imagem e terapia, definidos 

como agentes teranósticos, é altamente esperado pelo mercado farmacêutico (PELAZ et al., 

2017; GOEL et al., 2017; YORDANOVA et al., 2017; ZHAO et al., 2017; SANTOS-

OLIVIERA; STABIN, 2018). 

De modo geral, para a aplicação em nanomedicina, adota-se o conceito de 

nanopartículas como agentes com tamanho entre 1 a 100 nm. Contudo, as NPs destinadas à 

administração de fármaco tem esse espectro de grandeza ampliado, utilizando-se partículas de 

1 a 1000 nm, visto a necessidade intrínseca de processos biológicos singulares, tais como 

fenestrações específicas e angiogênese diferenciada (PATEL S.; PATEL P.; PARE, 2014; 

ZDROJEWICZ et al., 2015; HUANG; ZHANG, 2018; OJHA; KUMAR, 2018). 

A principal justificativa do usodos sistemas nanoestruturados como agentes 

diagnósticos e terapêuticos em oncologia é máxima ação seletiva sobre as células tumorais. 

Ou seja, o controle do tamanho da partícula, bem como da sua constituição química e 

características físicas e biológicas, permite conseguir um transporte eficiente e uma 

distribuição mais seletiva (alvo-específica) do fármaco, superando as limitações encontradas 

nos tratamentos e nos métodos de diagnósticos convencionais (ALAM et al., 2014; 

ZDROJEWICZ et al., 2015; LUCAS et al., 2017; PAN et al., 2019). Com isso, as NPs são 

absorvidas pelas células de forma mais eficiente que as micromoléculas e, portanto, podem 

ser utilizadas como sistemas de transporte e entrega eficazes. Atribuição da sua eficácia é ao 

seu pequeno tamanho que possibilita a penetração nas membranas celulares, à estabilização e 

ligação às proteínas e ao escape da degradação lisossomal (NAOUM et al., 2016). 

Uma desvantagem relativa às nanopartículas é a sua opsonização
1
 por anticorpos e 

fatores do sistema complemento, facilitando a fagocitose pelos macrófagos e neutrófilos. Com 

isso, a retirada das NPs da circulação sanguínea pode ocorrer rapidamente em menos de 5 

minutos e concentrá-las, principalmente, no fígado, baço e nódulos linfáticos, onde há maior 

concentração de células do sistema mononuclear fagocitário pertencente ao sistema 

retículoendotelial. Esse processo é dependente das características físico-químicas dos 

nanocompostos tais como: tamanho, carga e hidrofobicidade. Sabe-se que nanocompostos 

menores que 200 nm conseguem passar pelas fenestrações entre as células de Kupffer no 

fígado, sendo aprisionadas neste órgão (PATRÍCIO, 2012; ALAM et al., 2014; HOSHYAR et 

al., 2016; PELAZ et al., 2017; CALZONI et al., 2019).  

O processo de excreção costuma ser dependente do tamanho: partículas pequenas (< 

20 a 30 nm) são eliminadas por excreção renal enquanto partículas maiores são rapidamente 
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reconhecidas por células do sistema fagocitário mononuclear presentes no fígado, baço e, em 

menor grau, na medula óssea.  Assim NPs com tamanho na faixa de 30 a 150 nm são 

localizadas na medula óssea, coração, rins e estômago, enquanto as NPs de 150 a 300 nm são 

concentradas principalmente no fígado e baço (PELAZ et al., 2017;DANAEI et al., 

2018;HUANG; ZHANG, 2018).  

Uma vantagem no uso das nanopartículas é seu efeito protetor contra o 

reconhecimento por mecanismos de resistência a fármacos, como a resistência mediada pela 

glicoproteína P, acarretando assim uma maior concentração do fármaco no interior das células 

cancerosas (MIAO; HUANG, 2015; LUCAS et al., 2017). Com isso, o uso de sistemas 

nanoestruturados tem demonstrado melhorar as propriedades farmacológicas, terapêuticas e 

toxicológicas dos agentes utilizados no tratamento e diagnóstico do câncer (MIAO; HUANG, 

2015; SUN et al., 2017). 

 

 

_______________________________________________ 

1
O termoopsonização é utilizado em Imunologia para definir o processo que consiste em fixar opsoninas, e.g. 

imunoglobulinas, em epítopes do antígeno, permitindo a fagocitose (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).  

 

 

1.6.1 Tipos de Nanopartículas 

 

 

 O conhecimento da fisiopatologia a nível molecular atrelada a modulação e regulação 

dinâmica, permitiu às NPs aplicadas na medicina, alcançarem um excelente controle das 

doenças com elevada precisão. Portanto vários sistemas são propostos para a utilização em 

nanomedicina podendo ser classificadas de acordo com os seus componentes e tipos de 

material encapsulante, sendo as mais estudadas: i) nanopartículas poliméricas, ii) micelas 

poliméricas, iii) dendrímeros, iv) lipossomas, v) nanopartículas lipídicas sólidas, vi) micelas 

fosfolipídicas, vii) nanopartículas de ouro, viii) nanopartículas magnéticas, ix) quantum dots 

(QDs)e x) sílicas mesoporosas. Além disso, podem ser dividas em dois grandes grupos 

principais dependendo do material de construção principal presente, NPs orgânicas e 

inorgânicas. Lipossomas, dendrímeros e NPs de carbono são bons exemplos de NPs 

orgânicas. Enquanto, quantum dots (QDs), NPs de ouro (Au) ou de óxido de prata (Ag) são 

exemplos de NPs inorgânicas (CONNIOT et al., 2014; PATEL S.; PATEL P.; PARE, 2014; 

ZHAO et al., 2017).  
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Seu tamanho ajustável, química de superfície e arquitetura confere as NPs 

propriedades biológicas distintas e permitem o transporte de diversas moléculas com alta 

eficiência (SCHEINBERG et al., 2017). Analisando as características intrínsecas dos 

fármacos e dos nanosistemas, por exemplo, uma plataforma de lipossomas, nanopartículas 

poliméricas, dendrímeros ou micelas poliméricas, melhoraram a solubilidade em água de 

fármacos pouco solúveis em água e, subsequentemente, aumentar a estabilidade do fármaco 

nas células tumorais, prolongando o tempo de circulação do fármaco no sangue, 

proporcionando habilidades passivas e ativas de direcionamento de tumores e captação 

inespecífica pelo sistema reticuloendotelial (CHAKRAVARTY; HONG; CAI, 2014; 

GENDELMAN et al. 2015). 

 

 

1.6.2 Nanopartículas Poliméricas 

 

 

As NPs poliméricas apresentam-se como sistemas de distribuição capazes de 

promover um melhor controle da liberação do fármaco e uma distribuição direcionada no 

órgão-alvo, alcançando, assim, altas taxas de captação intracelular e menor exposição aos 

órgão-não-alvos, mostrando ser um potencial veículo de entrega de fármacos (CONNIOT et 

al., 2014; HUANG; ZHANG, 2018). Com isso, tem sido dada mais atenção às NPs 

poliméricas, principalmente devido ao seu potencial para transportar fármacos hidrofóbicos e 

hidrofílicos, características favoráveis de liberação controlada do fármaco, baixa toxicidade, 

alta estabilidade e tempo de circulação prolongado que aumenta o acúmulo nos alvos 

tumorais. Muitos trabalhos de pesquisa e revisão envolvendo a coadministração de agentes 

terapêuticos por NPs poliméricas na terapia do câncer foram publicados (PAN et al., 2019). 

Portanto, a grande vantagem desse tipo de sistema de liberação nanoestruturado polimérico é 

o aumento da estabilidade física, química e biológica do fármaco (MOREIRA, 2013).  

 Em 1995, com a aprovação do Doxil
®
 (doxorrubicina lipossomal) pelo FDA dos 

Estados Unidos da América (EUA), a nanotecnologia farmacêutica passou seu primeiro 

marco evolucionário com a subsequente aprovação de outros produtos, mas as aprovações 

estão em seu estágio iniciais com menos de 50 fármacos aprovados pelo FDA nos EUA 

(KOOPAEI; ABDOLLAHI, 2016). Na Tabela 2 relata o tipo de polímero utilizado na 

confecção das NPs polimérica, a indicação e o efeito dos fármacos já aprovados pelo FDA 

(SAAD; JAHAN; BAGUL, 2012). 
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Tabela 2 – Alguns exemplos de fármacos utilizados na prática clínica que são entregues 

 por nanopartículas poliméricas 

Fármaco 
Tipo de Polímero / 

Funcionalização 

Indicação / 

Atividade 
Efeitos 

Anfotericina B PLA-b-PEG Doenças 

neurodegenrativas 

Transporte 

aprimorado através 

do BHE 

Cisplatina Aptâmero-PEG-

PLGA 

Câncer de 

Próstota 

Aumento da 

eficiência 

Doxorrubicina + 

Ciclosporina A 

PACA Vários tipos de 

câncer 

Efeito sinérgico 

Estavudina PBCA SIDA Aunmento da 

permeabilidade de 

8 a 20 vezes 

Fator de 

Crescimento 

Nervoso 

PBCA revestido com 

polissorbato 80 

Parksionismo Transporte 

aprimorado através 

do BHE 

Lamivudina Metilmetacrilato-

sulfopropilmetacrilato 

SIDA Aumento de 100% 

as permeabilidade 

pela BHE 

Paclitaxel Aptâmero-PEG-

PLGA 

Gliomas Entrega aprimorada 

Vincristina + 

Verapamil 

PLGA Carcinoma 

Hepatocelular 

Redução da 

resistÇencia de 

múltiplos fármacos 

Zidovudina Poli (isohexil cianato) 

Segmentação de 

tecido linfóide 

Aumento de 4 

vezes dos níveis 

plasmásticos do 

fármaco 

Acrilato de 

polihexilciano 

Níveis mais altos de 

Zidovudina no 

organismo 
Legenda:BHE:Barreira Hematoencefálica;PACA: Polialquilcianoacrilato;PBCA: Acrilato de Polibutilciano; 

PEG: Polietilenoglicol; PLA-b-PEG: Polissorbato 80 revestido poli (ácido láctico) -b-poli 

(etilenoglicol); PLGA: poli(ácido lático-co-ácido glicólico); SIDA: Síndrome da Imunodeficiência 

Adquirida.  

Fonte: SAAD; JAHAN; BAGUL, 2012. 
 

 Em contra partida, vários estudos tem demonstrado a aplicabilidade de NPs 

poliméricas através de modificações na sua superfície com ligantes que lhe permitam atingir 

com precisão o microambiente tumoral ou organelas de células tumorais. Por exemplo, 

ligação aos anticorpos monoclonais para interromper o crescimento ou invasão celular; 

entrega e liberação intracelular de quimioterápicos ou agentes de terapia genética por 

endocitose para melhorar a ação do fármaco; distribuição de fármacos no tecido cerebral 

devido a capacidade de penetração das NPs poliméricas na barreira hematoencefálica, 

possibilitando o tratamento das doenças de Alzheimer, Parkinson e Epilepsia; na vacinação 
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oral (SAAD; JAHAN; BAGUL, 2012; HUANG; ZHANG, 2018; ZHANG et al., 2018; PAN 

et al., 2019; LI et al., 2019; MUSUMECI; BONACCORSO; PUGLISI, 2019; WONG et al., 

2019). No entanto, o transporte das NPs poliméricas pela circulação sanguínea para os tecidos 

e células patológicas é fortemente dependente do tamanho, assim o tamanho das NPs 

poliméricas é um fator crítico no desenvolvimento destas (BANIK; FATTAHI; BROWN, 

2016; HUANG; ZHANG, 2018).  

 Denomina-se NPs poliméricas os sistemas coloidais poliméricos com tamanho entre 

10 e 1000 nm, onde o fármaco pode se encontrar dissolvido, recoberto, encapsulado ou 

disperso (BHATIA, 2016; ZAMBRANO-ZARAGOZA et al., 2018; HUANG; ZHANG, 

2018).  

As NPs poliméricas podem ser divididas em  nanoesferas e nanocápsulasas quais 

diferem entre si segundo a composição e organização estrutural (Figura 6). As nanoesferas 

possuem um tipo de matriz de estrutura, uma matriz polimérica. Fármacos podem ser 

absorvidos na superfície da esfera ou distribuídos/encapsulados  de  forma  homogênea  no  

interior  da  matriz, sendo  libertados  por  difusão. Desta  forma  obtém-se  um  sistema  

monolítico,  onde  não  é  possível  identificarum  núcleo  diferenciado. Além disso, 

nanoesferas não apresentam óleo na composição. Já as nanocápsulas são sistemas vesiculares 

nos quais o fármaco é confinado a uma cavidade que consiste em um núcleo líquido interno 

cercado por uma membrana polimérica, ou seja, invólucro polimérico disposto ao redor de um 

núcleo oleoso. Neste caso, as substâncias ativas são geralmente dissolvidas no núcleo interno, 

mas também podem ser adsorvidas à superfície da cápsula na parede polimérica, sendo 

denominadas os sistemas do tipo reservatório (ASSIS et al., 2012; CONNIOT et al., 2014; 

SUTRADHAR; AMIN, 2014; BHATIA, 2016; CALZONI et al., 2019).  
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Figura 6 – Representação dos Tipos de Nanopartículas Polimérias, Nanocápsulas e 

Nanoesferas 

 

Fote: GIORDANI, 2012. 

 

 As taxas de absorção de células também são fortemente afetadas pelo tamanho das 

NPs poliméricas. As células internalizam partículas através de diferentes vias dependendo do 

tamanho, geralmente, endocitose mediada por receptor para partículas de 100 a 200 nm e 

fagocitose para as maiores. A taxa diminuiu exponencialmente quando o tamanho ultrapa os 

100 nm. Por outro lado, verifica-se que NPs de 150 nm tem a taxa de captação ótima por não-

fagócitos murinos. Alguns estudos demonstram que partículas inferiores a 200 nm e com um 

Índice de Polidispersão (PDI), que mede a dispersão do tamanho em torno da média, menor 

que 0,2, obtendo partículas monodispersas, podem diminuir a captação pelo fígado, prolongar 

o tempo de circulação no sangue e melhorar a biodisponibilidade (BANIK; FATTAHI; 

BROWN, 2016; HUANG; ZHANG, 2018; LI et al., 2019). Além disso, a disponibilização do 

fármaco no meio tumoral por parte da NPs poliméricas está atrelada a dissolução e 

desintegração do polímero da NP e da difusão do fármaco pela NP (DELGADO, 2013). 

 Nos últimos anos, várias pesquisas têm sido realizadas no intuito desenvolver NPs 

baseadas em polímeros biocompatíveis e biodegradáveis, como poliésteres de ácido 

poliláctico (PLA) e seus copolímeros com ácido glicólico (PLGA), demonstrando a formação 

de sistemas nanoestruturados com melhor estabilidade do fármaco e maior eficiência de 

aprisionamento (SHARMA et al., 2014; BHATIA, 2016; CALZONI et al., 2019). Apesar de 

sintéticos, esses polímeros são degradados no corpo em oligômeros e monômeros que são 

eliminados através das vias metabólicas normais, como o ciclo de Krebs (DÍAZ; VIVAS-

MEJIA, 2013; CALZONI et al., 2019). 
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Em 2004, o FDA aprovou para uso em humanos os polímeros biodegradáveis e 

biocompatíveis, PLA e o PLGA (MUSUMECI; BONACCORSO; PUGLISI, 2019).Pode-se 

dizer que os polímeros biodegradáveis são preferidos pelo fato da rápida eliminação do 

organismo e possibilidade de maior controle e manutenção da liberação do fármaco, isto 

porque, dependendo da formulação escolhida,podem decompor-se em poucas horas ou 

resistirem à degradação pelo organismo durante dias ou até mesmo semanas. Os polímeros 

biodegradáveis são divididos em dois grupos: os naturais (tais como albumina, celulose, 

alginatos, colagéno e quitosano) e os sintéticos (como PLA, PGLA, a poli (ε-caprolactona) 

(PCL) e o poli(metil-metacrilato) (PMMA)). Anatureza do polímero influência 

significativamente no perfil de liberação do fármaco e, de modo geral, os polímeros naturais 

promovem uma liberação mais rápida do que os sintéticos.  Portanto, para a seleção do tipo de 

polímero que será utilizado para o desenvolvimento da NP polimérica de liberação controlada 

de fármacos, avalia-se principalmente a biocompatibilidade, a velocidade de degradação e a 

facilidade de obtenção/produção do  polímero (DELGADO, 2013; WONG et al., 2019). 

Os métodos clássicos para a obtenção de NPs polimérica são: nanoprecipitação, 

emulsão-difusão, emulsificação-coacervação, emulsificação dupla, polimerização superficial e 

métodos camada-a-camada. Além disso, estruturas poliméricas multifuncionais com 

morfologia precisamente definida podem ser obtidas por um método controlado de 

polimerização por radicais de transferência de átomos (ATRP) (CONNIOT et al., 

2014;SHARMA et al., 2014;BHATIA, 2016; PAN et al., 2019). 

A escolha do método de encapsulamento está relacionada com as características físico-

químicas do fármaco. Segundo Felippi (2008) a taxa de associação ou eficiência de 

encapsulamento está relacionada à solubilidade do fármaco na fase orgânica. Na literatura, os 

teores de associação utilizando a técnica de polímero pré-formado variam muito. Sabe-se que 

diversos são os fatores que influenciam o teor de encapsulamento do fármaco, os mais 

importantes são: as características físico-químicas do fármaco, o pH do meio, a superfície das 

partículas ou a natureza do polímero, a quantidade de fármaco adicionada à suspensão, a 

ordem de adição do fármaco na suspensão, a natureza do óleo utilizado e o tipo de tensoativo 

utilizado (SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012; MIRAKABAD et al., 2014; BHATIA, 

2016; LI et al., 2019; TAO; CHOW; ZHENG, 2019; WONG et al., 2019). 

 O método dupla emulsificação água/óleo/água (A/O/A) é o mais adequado para 

encapsular fármacos hidrossolúveis, como peptídeos, tal como a Octreotida, proteínas e 

vacinas, enquanto o método de simples emulsificação água/óleo (A/O) é perfeito para 

fármacos hidrofóbicos, como esteróides. No caso dos princípios ativos hidrossolúveis são 
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dissolvidos numa fase aquosa incorporada por dispersão na fase orgânica, esta constituída do 

polímero dissolvido num solvente orgânico tal como diclorometano, clorofórmio ou acetato 

de etila, posteriormente vai constituir a fase interna de uma emulsão múltipla A/O/A. Como a 

fase aquosa interna tem tendência para coalescer durante a agitação, para formação da 

emulsão, a presença de um tensoativo na fase aquosa é essencial para aumentar a estabilidade 

da emulsão primária A/O e, em consequência, da emulsão múltipla A/O/A. A agitação da 

emulsão é a etapa determinante para a obtenção das nanosferas e deve ser realizada antes da 

precipitação do polímero, de modo a serem obtidas gotículas de fase interna de dimensões 

coloidais. Por fim, promove-se a remoção do solvente orgânico, ocorrendo a precipitação do 

polímero na fase externa aquosa e consequente formação das nanoesferas (SOUTO; 

SEVERINO; SANTANA, 2012; MIRAKABAD et al., 2014; BHATIA, 2016; 

MORITZ; GESZKE-MORITZ, 2015).  

 O tensoativo também é denomidado surfactante ou estabilizador da emulsão. Sua 

seleção e concentração são parâmetros fundamentais para as NPs poliméricas, tanto para 

estabilizar quanto para a obtenção de NPs contendo o fármaco com menor tamanho. Os 

tensoativos são moléculas anfifílicas que apresentam apetência para água e óleo por 

possuírem na sua estrutura duas regiões com polaridades opostas, uma hidrofílica (polar) e 

outra hidrofóbica (apolar). Devido à sua estrutura ser composta por duas regiões distintas, os 

tensoativos promovem a estabilidade de uma emulsão reduzindo a tensão interfacial entre dois 

líquidos imiscíveis. Por isto, seu uso na formulação é essencial. Há vários tipos de tensoativos 

que podem ser: polímero não iônico (exemplo, PMMA), polímero iônico (exemplo, 

quitosana), polímero linear (exemplos, PVA e polietilenoglicol (PEG)), polímero hidrofóbico 

(exemplos, PLGA e PLA), copolímero anfifílico (exemplo PEG-PLA), surfactante do tipo 

iônico (exemplos, ácido cólico de sódio e sódio desoxicólico ácido) ou não-iônico (exemplos, 

Tween e lecitina). A afinidade de diferentes estabilizadores na superfície do fármaco 

determina sua cinética de adsorção. Assim, a quanto maior afinidade do estabilizador-

fármaco, mais rápido o estabilizado adsorve na superfície do fármaco, obtendo NPs de 

tamanho menores. Mas esta afinidade depende das propriedades físico-químicas tanto do 

estabilizador quanto do fármaco. Por exemplo, estabilizadores com maior hidrofobicidade e 

maior capacidade de ligação a hidrogênio (com mais grupos hidroxila e carboxila) 

frequentemente tiveram melhor afinidade com a superfície da partícula (SOUTO; 

SEVERINO; SANTANA, 2012; DELGADO, 2013; MIRAKABAD et al., 2014; 

MORITZ; GESZKE-MORITZ, 2015; RAUDSZUS; MULAC; LANGER, 2018; TAO; 

CHOW; ZHENG, 2019; WONG et al., 2019). 
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1.6.3 Mecanismos de Captação das Nanopartículas 

 

 

Em 2009, Kim e colaboradores já demonstravam as estratégias de sistemas de 

direcionamento (Figura 7) das NPs a um alvo como basicamente duas: 1) sinalização passiva, 

que age em consonância com o Efeito de Permeabilidade e Retenção Aumentadas, do inglês, 

Enhanced Permeability and Retention (EPR) e 2) sinalização ativa, que emprega vetores ou 

ligantes direcionais. Além disso, outras estratégias foram descritas como: modificação da 

farmacocinética e da distribuição biológica dos fármacos; presença prolongada na corrente 

sanguínea quando a sua superfície é revestida com molécula de polietilenoglicol (PEG) que 

ajuda a escapar da fagocitose pelas células do sistema reticuloendotelial (BERTRAND et al., 

2014; DING et al., 2016; CHAKRAVARTY et al. 2017). Observa-se que o direcionamento 

ativo é estritamente dependente do direcionamento passivo e garantido pela adequada 

funcionalização dos NPs através da ligação na superfície de anticorpos, proteínas ou peptídeos 

específicos. Em geral, o ligante é escolhido com base no tipo de receptor que é 

homogeneamente sobre-expresso em células tumorais (BERTRAND et al., 2014; CALZONI 

et al., 2019). 

 

 

Figura 7 – Estratégias de direcionamento das Nanopartículas pela sinalização passiva e ativa 

 

Fonte: Adaptação de MIRAKABAD et al., 2014 
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O direcionamento passivo é conseguido por meio da incorporação do agente 

terapêutico em uma macromolécula ou NPs que atinge o órgão alvo de forma passiva. 

Fármacos encapsulados em NPs ou acoplados a macromoléculas podem passivamente chegar 

aos tumores através do efeito EPR (MIRAKABAD et al., 2014; BHATIA, 2016), mecanismo  

descoberto por Matsumura e Maeda em 1986. Alguns estudos mencionam que o 

direcionamento passivo via EPR é obtido com NPs com tamanho até 200 nm promovendo 

acúmulo destas no tumor (MIRAKABAD et al., 2014; CHAKRAVARTY et al. 2017; 

DANAEI et al., 2018). 

A vasculatura de tecidos saudáveis é extremamente unida, logo as fenestrações do 

endotélio são de aproximadamente 2 a 4 nm, impossibilitando a pentração passiva dos 

nanocarreadores. Entretanto, nos tecidos tumorais possuem uma deficiência nos vasos 

linfáticos funcionais e demonstram um aumento de permeabilidade, regulado, parcialmente, 

pela secreção anormal de fator de crescimento do endotélio vascular; bradicinina; óxido 

nítrico; prostaglandinas; metaloproteinases apresentando fenestrações bem maiores (300 a 780 

nm) permitindo, assim, a entrada dos NPs na região tumoral (BLANCO; SHEN; FERRARI, 

2015; BHATIA, 2016; DINGet al., 2016; CHAKRAVARTY et al. 2017;CALZONI et al., 

2019). No caso de tumores sólidos, os neovasos têm fenestrações numa faixa que varia de 100 

a 780 nm (OLIVEIRA et al. 2012). 

As NPs poliméricas, micelas ou lipossomas com tamanhos característicos na faixa de 

10 a 500 nm, aproveitam dessa característica do microambiente tumoral, o aumento da 

permeabilidade vascular, ou seja, EPR e carregam fármacos anticancerígenos para o interior 

dos tecidos afetados (Figura 7) (SUTRADHAR; AMIN, 2014; PAN et al., 2019). Em alguns 

casos, esse efeito pode aumentar a concentração do fármaco encapsulado nos tumores sólidos 

em 70 vezes (OLIVEIRA et al. 2012; LIECHTY; PEPPAS, 2012). A eficiência desses 

sistemas é tão maior quanto maior for a capacidade da partícula de prolongar os períodos de 

circulação sanguínea (BHATIA, 2016).  

O modo de direcionamento ativo confere ao sistema de liberação de fármacos pelas 

NPs um "julgamento inteligente"
2 

para discriminar as células cancerosas (DING et al., 2016). 

Isto se deve principalmente pelos receptores de superfície celular propensos à internalização, 

que são superexpresso por células cancerosas, consequentemente melhoraram a captação 

celular dos nanocarreadores (Figura 7). A especificidade e concentração desejadas são 

melhores alcançadas pelo direcionamento ativo das NPs pelos pequenos ligantes, anticorpos e 

biomarcadores capazes de se ligar especificamente a receptores moleculares expressos pelo 

tumor, facilitando a captação eficiente do tumor, internalização e endocitose mediada por 
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receptor em concentrações elevadas em células tumorais. Portanto, o direcionamento ativo 

torna-se muito atraente para a entrega intracelular de fármacos encapsulados em NPs e 

aumento da eficácia antitumoral (OLIVEIRA et al. 2012; ALAM et al., 2014; BERTRAND et 

al., 2014; MIRAKABAD et al., 2014). Além disso, esta estratégia aumenta a concentração de 

NPs no ambiente tumoral, servindo com um agente diagnóstico (ALAM et al., 2014; 

BERTRAND et al., 2014; CHAKRAVARTY et al. 2017; ODA et al., 2017). Na Figura 8 

demonstra de forma planar o possível mecanismo de captação de uma NP polimérica 

carregando a Octreotida que irá reconhecer seu receptor celular (SSTR 2) numa célula 

tumoral, como o PPoma, servindo como um agente de diagnóstico. 

 

 

_______________________________________________ 

2
N.A:“Julgamento Inteligente”: no sentido de fazer uma escolha acertiva e justificada pelo princípioda técnica, 

que no caso, é o direcionamento ativo para células cancerosas, conseguindo reconhecê-las. 

 

 

Figura 8 – Proposta do reconhecimento da Nanoparticula polimérica com Octreotida e 

radiomarcada com Tecnécio-99 metaestável pelo receptor de Somatostatina 

(SSTR 2) 

 

Nota: PLA: Ácido Poliláctico; SSTR 2: Receptor de Somatostatina do subtipo 2; 
99m

Tc: Tecnécio-99 

metaestável. 

Fonte: Adaptação de YORDANOVA et al., 2017. 

 

A aptidão da NP para ser internalizada após a ligação à célula-alvo é um critério 

primordial na seleção de ligantes de direcionamento adequados. Os receptores mais propensos 

à internalização são: i) receptor da transferrina, que podem ser até 100 vezes maisexpressos 

nas células tumorais que nas normais; ii) receptor de folato, sendo a isoforma alfa (α) 

(receptor de folato-α) superexpressa em 40% dos cânceres humanos; iii) Glicoproteínas 
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expressas nas superfícies celulares sendo reconhecidas pelas lectinas, por exemplo; iv) O 

receptor do fator de crescimento epidérmico, do inglês, Epidermal Growth Factor Receptor 

(EGFR), superexpressos em vários tipos tumorais, por exemplo, o receptor epidérmico 

humano-2, do inglês, Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER-2) é relatado como 

sendo expresso em 14 a 91% dos pacientes com câncer de mama; v) receptor celular como 

receptores de somatostatina que são são supreexpressos nas células tumorais, sendo SSTR 2 

presente em 80% dos NET gastroenteroenpáticos (ALAM et al., 2014; BERTRAND et al., 

2014; MIRAKABAD et al., 2014; ABDELLATIF et al., 2018; ŁUKOMSKA et al., 2018). 

As dimensões máximas das vesículas formadas para internalização das NPs 

independente da via não são definitivas, mas suas dimensões tendem a limitar este processo 

de internalização. Os tamanhos das vesículas diferem para cada espécie, tipo de célula e 

carga, sejam NPs ou microorganismos estranhos como os vírus. Portanto, assume um 

tamanho máximo de NP para internalização de até 200 nm. De modo resumido, pode-se dizer 

que o mecanismo de captação das NPs ocorre da seguinte maneira: captação de uma NP 

grande por fagocitose, internalização por macropinocitose, ligação específica de ligantes a 

receptores de superfície celular e subsequente endocitose mediada por receptor e difusão de 

NP através da membrana celular (Figura 9) (LIECHTY; PEPPAS, 2012; KETTLER et al., 

2014; CHAKRAVARTY et al. 2017; HUANG; ZHANG, 2018). O tamanho da NP e o PDI 

dos sistemas nanocarreadores são os principais atributos físico-químicos que influenciam a 

absorção celular dependente de endocitose (DANAEI et al., 2018). Após a internalização, as 

NPs geralmente atingem o compartimento lisossomal, no qual as enzimas hidrolíticas 

degradam a NP, liberando o seu conteúdo, fármaco (SUTRADHAR; AMIN, 2014). 

 

Figura 9 – Mecanismos de captação de nanopartículas 

 

Fonte: Adaptação de KETTLER et al., 2014. 
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Uma vez que um objeto estranho entra em um corpo, a opsonização começa. Proteínas 

Opsonina se anexam ao objeto estranho e torná-lo mais visível para o sistema fagocítico 

mononuclear (MPS). Uma resposta rápida do MPS resulta na depuração de NPs não 

revestidas da corrente sanguínea dentro de poucas horas após a injeção, o que poderá limitar o 

seu uso, pois com a rápida depuração não haverá tempo para atingir o tecido alvo. Uma 

estratégia de evitar o MPS é o direcionamento ativo, que irá promover alterações estruturais, 

principalmente na superfície trapalhando o reconhecimento pelo MPS e facilitará a passagem 

pelas barreiras biológicas, viabilizando o seu uso clínico (LIECHTY; PEPPAS, 2012; 

BERTRAND et al., 2014; BLANCO; SHEN; FERRARI, 2015; HOSHYAR et al., 2016; 

CHAKRAVARTY et al. 2017). Porém, isto ainda é controverso, pois alguns estudos relatam 

que a opsonização é prejudicial às estratégias de direcionamento ativo para NPs, já que as 

suas alterações estruturais facilitam o reconhecimento pelo MPS, resultando em uma redução 

acentuada na especificidade (BLANCO; SHEN; FERRARI, 2015; CHAKRAVARTY et al. 

2017). 

 

 

1.6.4 Nanotoxicologia 

 

 

A absorção das NPs pelas células ocorre rapidamente através de mecanismos ativos e 

passivos e os mesmos podem apresentar comportamentos diferentes devido a variações no 

tamanho, forma, revestimento superficial e carga das NPs. Isso dificulta a categorização do 

comportamento das NPs nos sistemas biológicos e a identificação da sua toxicidade. Ao 

contrário da toxicologia clássica, a métrica de dose das NPs não é direta, os protocolos de 

bioensaios envolvendo nanomateriais estão sendo desenvolvidos e ainda não há validação 

internacional (ALAM et al., 2014). De fato, conhecer a toxicidade desses nanomateriais tanto 

na saúde humana quanto no meio ambiente é crucial, ao ponto em que a nanotoxicologia está 

se consolidando como um novo ramo da toxicologia. Tem-se observado que os sistemas 

nanoesteuturados não obedecem completamente aos princípios científicos que formam a base 

para do conhecimento sobre como o sistema fisiológico humano frente aos compostos 

exógenos e os testes de toxicidade também não abordam adequadamente as questões de 

nanotoxicidade (KOOPAEI; ABDOLLAHI, 2016; CALZONI et al., 2019). 

Muitas variáveis, como dispersão, aglomeração, agregação, concentração e matriz, 

requerem mais considerações nas pesquisas com os nanomateriais in vitro e vivo. Com todas 
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as características em mente, há certas preocupações com relação à estrutura nanoparticulada 

para uso humano. A toxicidade das NPs tem atraído a crítica mais vital porque elas 

representam características excepcionais como tamanho, distribuição de tamanho (PDI), carga 

superficial, grande área de superfície, composição química, solubilidade, geometria e 

estabilidade, características essas que as tornam únicas. Por exemplo, há uma relação inversa 

entre o tamanho e concentração dos quantum dots afetando a citotoxicidade, ou seja, quanto 

menor o tamanho e a concentração, são mais tóxicos. A toxicidade de NP poliméricas varia 

dependendo da superfície da natureza do revestimento aplicado a NP (KOOPAEI; 

ABDOLLAHI, 2016; LI et al., 2016; RADOMSKA; LESZCZYSZYN; RADOMSKI, 2016; 

CALZONI et al., 2019). 

Embora as rotas de entrada de nanomedicamentos nos seus alvos terapêuticos tenham 

sido identificadas, mecanismos detalhados precisam ser melhores compreendidos para 

elucidação dos possíveis efeitos tóxicos (ALAM et al., 2014). Estudos iniciais podem ser 

realizados a partir do acúmulo da NP nos seus órgãos alvos, pois sua deposição provoca 

alterações intracelulares que podem afetar a integridade celular e, portanto, a função de órgão 

(CIAPPELLANO et al., 2016; KANNAN et al., 2014).  

Em contrapartida, estudos têm sido realizados na tentativa de controlar e minimizar os 

efeitos indesejáveis de NPs utilizam abordagens químicas, tais como, a adição de grupos 

funcionais. Entre os polímeros biodegradáveis sintéticos como o polietilenoglicol (PEG) tem 

sido amplamente investigado devido à sua hidrofilicidade, que leva à formação de uma 

barreira altamente ligada à água, resultando em baixa adesão celular e baixa absorção de 

proteínas. Essas propriedades são extremamente atraentes, pois conferem recursos as NPs de 

PEG, que podem, assim, evitar a ligação de opsoninas e uma menor limpeza pelo sistema 

imunológico, consequentemente aumentando o tempo de meia-vida das NPs na circulação 

(OJER et al., 2015; RADOMSKA; LESZCZYSZYN; RADOMSKI, 2016; CALZONI et al., 

2019). De maneira geral, uma NP biocompatível tenderá ao sucesso se apresentar baixa 

toxicidade, uniformidade de tamanho, grande capacidade para cargas diversas, alta 

rastreabilidade, estabilidade coloidal, ligação e internalização específicas de células seletivas 

e liberação de carga desencadeada (CIAPPELLANO et al., 2016; RADOMSKA; 

LESZCZYSZYN; RADOMSKI, 2016). 

A interação de NPs com a pele recebeu recentemente uma atenção significativa, na 

visão da nanotoxicidade, devido ao uso crescente de NPs em roupas resistentes a manchas, 

cosméticos e protetores solares. A via dérmica de exposição também é importante devido à 

tendência das NPs transportadas pelo ar se aglomerem, acomodarem na superfície da pele e 
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imperidem o contato de outras partículas e sua penetração. No entanto, o uso de NPs na 

medicina deve ser cauteloso, tendo em vista os potenciais riscos à saúde que elas podem 

representar porque os seus efeitos tóxicos não foram estudados em detalhes e tão pouco 

elucidados (ALAM et al., 2014). Assim é importante compreender as vias de contato da NP 

com o organimso humano. Na figura 10 demonstra as principais vias que devem ser estudadas 

para os estudos de nanotoxicidade, de acordo com a sua aplicabilidade. 

 

Figura 10 – Principais vias para estudos de Nanotoxicidade 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptação de ALAM et al., 2014. 

 

A expansão do conhecimento nos mecanismos envolvidos na nanotoxicidade terá um 

grande potencial para auxiliar na compreensão dos riscos associados à nanotecnologia e ao 

projeto de nanomateriais mais seguros e até mesmo de nanomedicamentos, entre eles os 

nanorradiofármacos. Além disso, o potencial de eficácia terapêutica das NPs para o câncer 

pode, de fato, depende muito dos mecanismos que induzem sua toxicidade (GULUMIAN; 

ANDRAOS, 2018; PINTO et al., 2018). Uma etapa primordial para a aplicação clínica de 

NPs poliméricas são os estudos de segurança que precisam ser realizados por longos períodos 
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de tempo para que a potencial toxicidade das substânciasexógenas que se acumulam no corpo 

possa ser descartada. Como consequência, enormes custos devem ser cobertos durante a 

realização de ensaios destinados a verificar a aplicabilidade do sistema no corpo humano 

(CALZONI et al., 2019).  
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral  

 

 

Desenvolver e caracterizar nanopartículas de PLA/PVA com Octreotida radiomarcada 

com Tecnécio-99 metaestável como agente de diagnóstico para o Tumor Secretor de 

Polipeptídeo Pancreático, em inglês, Pancreatic Polypeptide-Secreting Tumor of the Distal 

Pancreas (PPoma).   

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

a) Produzir de nanopartículas de PLA/PVA com Octreotida à 4%; 

b) Caracterizar as nanopartículas de PLA/PVA/Octreotida quanto ao tamanho e índice de 

polidispersão; 

c) Avaliar a citotoxicidade das nanopartículas de PLA/PVA/Octreotida; 

d) Incorporar o radionuclídeo Tecnécio-99 metaestável nas nanopartículas de 

PLA/PVA/Octreotida; 

e) Avaliar o perfil de biodistribuição das nanopartículas de PLA/PVA/Octreotida 

marcadas com Tecnécio-99 metaestávelem camundongos machos BALB/c nude com 

modelo xenográfico de câncer de pâncreas (MIA Paca 2) com expressão de SSTR 2. 
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3 ARTIGO CIENTÍFICO 1: PPoma Review: Epidemiology, Aetiopathogenesis, 

Prognosis and Treatment (Artigo científico publi cado)
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ABSTRACT 

 

 

Purpose: Pancreatic Polypeptide-secreting tumor of the distal pancreas (PPoma) is a rare, 

difficult and indolent type of cancer with a survival rate of 5-year in only 10% of all cases. 

The PPomais classified as a neuroendocrine tumor (NET) not functioning that overexpresses 

SSTR 2 (somatostatin receptor subtype 2).  Thus, in order to improve the diagnosis of this 

type of tumor, we developed nanoparticulate drug carriers based on polylactic acid (PLA) 

polymer loaded with octreotide and radiolabeled with Technetium-99m(
99m

Tc). 

Methods: PLA/PVA octreotide nanoparticles were developed by double-emulsion technique. 

These nanoparticles were characterized by Atomic Force Microscopy (AFM) and Dynamic 

Light Scattering (DLS) and radiolabeled with 
99m

Tc by the direct via forming 
99m

Tc-

PLA/PVA octreotide nanoparticles. Then, this nanosystem were evaluated in xenografted 

inducted animals (n=12) as were evaluated in the MTT assay.  

mailto:presidenciaradiofarmacia@gmail.com
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Results: The results showed that an 189nm sized nanoparticle were formed with a PDI of 

0,097, corroborating the monodispersive behavior. These nanoparticles were successfully 

radiolabeled with 
99m

Tc as showed a great uptake by the inducted tumor. The MTT assay 

corroborated the safety of the nanosystem for the cells.  

Conclusion:  The results support the use of this nanosystem (
99m

Tc-PLA/PVA octreotide 

nanoparticles) as imaging agent for PPoma.  

 

Keywords: PPoma, Octreotide, nanoradiopharmaceuticals, radiopharmacy, imaging agent 

 

 

Abbreviations 

AFM Atomic Force Microscopy 

CO2 Carbon Dioxide 

DLS Dynamic Light Scattering  

DMEM Dulbecco ModifiedEagle'sMinimalEssentialMedium 

EDTA Ethylenediaminetetraaceticacid 

EE Entrapment Efficiency 

EPR Enhanced Permeability and Retention 

FBS Fetal BovineSerum 

HEPES N-2 Hydroxyethyl Piperazine-N'-2 Sulfonic Acid Ethane 

ID/organ Dose per Organ 

IPEN/CNEN Instituto de PesquisasEnergéticas e Nucleares/ComissãoNacional de 

EnergiaNuclear_Institute of Energy and Nuclear Research/National Nuclear Energy 

Commission 

µCi Microcurie 

MBq Megabecquerel 

MIA PACA-2 Cells from human pancreas carcinoma  

MPS Mononuclear Phagocytic System  

MTT 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide 

NaHCO3 Sodium Bicarbonate 

NET Neuroendocrine Tumor  

PDI Polydispersity Index 

PLA Polylactic Acid 

PP Pancreatic Polypeptide  

PPoma Pancreatic Polypeptide-secreting tumor of the distal pancreas 

PVA Poly(Vinyl Alcohol)  
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RPMI Roswell Park Memorial Institute 

SC Subcutaneous 

SD Standard Deviation 

SnCl2 Stannous Chloride  

SSTR 2 Somatostatin Receptor Subtype 2 

99m
Tc Technetium-99 metastable 

UT Untreated cells 

W/O water/organic emulsion 

W/O/W water/organic solvent/water emulsion 
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INTRODUCTION 

 

 

The Pancreatic Polypeptide-secreting tumor of the distal pancreas (PPoma) is 

classified as a neuroendocrine tumor (NET) not functioning that overexpresses SSTR 

2(somatostatin receptor subtype 2). This type of cancer affects the right side of the organ (the 

head) where 90% of the PP cells (responsible to produce the pancreatic polypeptide hormone) 

are found(1-4).The PPoma is considered a rare tumor more prevalent in individuals between 

the 5th and 6th decade of life (2,5-9).  

The PPoma cancer overexpress the pancreatic polypeptide (PP), which is composed of 

36 amino acid peptide produced and secreted by PP cells primarily located in the Islets of 

Langerhans. Is important to notice that this pancreatic peptide is biologically inactive, being 

considered a clinically silent tumor. This fact, leads to a difficult diagnosis, which often 

occurs accidentally (2,5-11). Also the PPoma are generally unresectable and in 90% of the 

cases they are  metastatic, with a survival rate of 5-year in only 10% of all cases (12). The 

high malignant potential of PPoma (90%) is mainly due to its slow and silent growth, 

reaching large dimensions at the time of diagnosis (5.9 cm) (2,9,13,14). The main risk factors 

related to PPoma are: high saturated fat intake; malignancy - associated impairment in glucose 

metabolism; thyroid dysfunction; alcohol consumption; smoking; medical conditions such as 

diabetes mellitus and environmental factors such as radiation. It is known that the risk for 

developing pancreatic cancer is 1 in 67 (2,3,15,16). 

Octreotide is an octapeptide, developed as a drug, who acts as a potent octapeptide 

analog of somatostatin. The various actions of somatostatin are mediated through specific 

membrane receptors, especially the octreotide binds with high affinity to somatostatin 

receptor subtype 2 and subtype 5 and with moderate affinity to subtype 3. In the case of 

PPoma the most abundant receptor is the SSTR 2 (11,17,18).  

Thus, considering that the PPoma is an aggressive and incurable tumor with a high 

lethal rate and without any specific tumor test, we developed, characterized and pre-clinically 

tested a
99m

Tc-PLA/PVA/Octreotide nanoparticlesas a new nano-radiopharmaceutical for early 

and differential diagnosis of PPoma.  
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MATERIALS AND METHODS 

 

 

Synthesis of Ocreteotide Nanoparticle 

 

 

Nanoparticles were prepared by the double emulsification with solvent evaporation 

method, according to the protocol described by Patricio et al. (19). A aqueous solution of 0.6 

mL of poly(vinyl alcohol) (PVA, 0.1%w/v, 85% hydrolysed; Sigma-Aldrich, USA) and 0.4 

mL Octreotide (4% w/v; Norvatis) was prepared. This solution was poured into 50 mg of 

polylactic acid (PLA, 40–100kDa, 0.15–0.25 viscosity, Sigma-Aldrich, USA) in 4 mL of 

dichloromethane and then emulsified by sonication (ultrasonic processor UP100H, 100W, 

30kHz, Hielscher Ultrasonics, Teltow, Germany) for 2 min (55W), producing awater/organic 

solvent (W/O) emulsion.Thissolution was then emulsified with 10 mL of PVA (1% w/v) 

solution by sonication for 2.5 min (55W), producing a water/organic solvent/water (W/O/W) 

emulsion. Then, the organic solvent was removed by evaporation under a vacuum (1.5 h) 

(Rotavapor Water bath B-480, BüchiLabortechnik AG, CH, Switzerland) at 25°C at 60 rpm. 

The particles were recovered by centrifugation (Avanti™ J-25 High Performance Centrifuge, 

Beckman Instruments, Palo Alto, CA, USA) at 20,000 rpm for 20 min at 20ºC to remove the 

excess PVA. This procedure resulted in PLA/PVA/Octreotide nanoparticles. 

 

 

Dynamic Light Scattering 

 

 

Size distribution, mean size and polydispersity index (PDI) of the 

PLA/PVA/Octreotide nanoparticles were determined by dynamic light scattering (DLS) using 

the equipment Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK). Measurements were performed 

in triplicate at 25°C and the laser incidence angle in relation to the sample was 173° using a 

12 mm
2
 quartz cuvette. The mean ± standard deviation (SD) was assessed. 
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Atomic Force Microscopy  

 

 

The morphology and dimensions of the PLA/PVA/Octreotide nanoparticles were 

analyzed by atomic force microscopy (AFM) using a Multimode 8 (Bruker, Santa Barbara, 

CA, USA) coupled with software NanoScope Analysis 1.50 (Bruker, Santa Barbara, CA, 

USA), in tapping mode (intermittent contact) for acquisition of topographic and phase images 

to investigate diameter, height and phase composition of particles. All the experiments were 

performed with cantilevers spring constant of 0.24 N/m and nominal tip radius of 2 nm. 

Particles solutions were diluted in a concentration of approximately 10
9
 to 10

10
 particles per 

cm
3
. Solution was dropped in fresh cleaved mica and rest to dry in vacuum chamber protected 

from contamination. The experiment was performed with scan resolution of 512 x 512 lines 

and frequency of 0.5 Hz. For indentation experiments, cantilevers of 0.57 N/m were used and 

maps of nano mechanical properties (Young’s modulus, adhesion, energy dissipation and 

deformation) of particles. These maps were acquired simultaneously with particles 

topography using PeakForce QNM (Bruker, Santa Barbara, CA, USA). 

 

 

Entrapment Efficacy (EE) 

 

 

The calculation of the entrapment efficiency (EE) was made using an indirect analysis 

by UV visible spectrophotometer (Shimadzu model UV-2550) with λ max value of 279 nm, 

where it is part of the initial value of the Octreotide  incorporated in the nanoparticle and free 

Octreotide in the supernatant  using the Equation 1:Encapsulation efficiency (%) = [1-(Drug 

in supernatant liquid / Total drug added)] X 100.  
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Cytotoxicity  

 

 

Tumor Cells Cultures 

 

 

Briefly, cells from human pancreas carcinoma (MIA Paca-2) that express SSRT 2 

(somatostatin receptor subtype 2) and can mimicking the PPoma behavior (20,21). Were 

obtained from Cell Bank of Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, Brazil). The cells were routinely 

maintained in DMEM supplemented with 10% FBS, NaHCO3 (3.7 g/L), HEPES (5.2 g/L), 

penicillin (0.5 U/mL) and streptomycin (0.5 mg/mL). Cells were incubated at 37°C in a 

humidified atmosphere of 5% CO2. Cells were grown to confluence culture flasks. Cells were 

detached by brief treatment with trypsin (0.1%)/EDTA (0.01%) (22). 

 

 

MTT assay 

 

 

Thereafter, the MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 

solution was removed and added 200 µL of absolute isopropanol to lyse the cells and 

solubilize the MTT crystals in all conditions. The absorbance of the extract was read at 570 

nm in a reader ELISA plates.  

MTT assay using PLA/PVA/Octreotide nanoparticles at concentration of 1, 5, 10, 20, 

50 and 100 µM, at the times of 24, 48 and 72 hours. The MTT assay was performed and 

optical density was obtained at 570 nm.  The graphs represent the mean ± standard deviation 

(SD) from three independent experiments. UT: Untreated cells. Statistical significance was 

analyzed by the one-way ANOVAtest (*p<0.05; **p<0.01) (23). 

 

 

Labeling Process with Technetium-99m (
99m

Tc) 

 

 

The labeling process was done by the direct radiolabeling process described by 

Portilho et al. (24) and Sousa-Batista et al. (25).In this methodology we used 150 µL of each 
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sample: i) loaded nanoparticle with Octreotide (PLA/PVA/Octreotide nanoparticles) and ii) 

unloaded (empty) nanoparticle, incubated with 150 µL of  stannous chloride (SnCl2) solutions 

(30 µg/mL) (Sigma-Aldrich) for 10 minutes at room temperature. Then this solution was 

incubated with 100 µCi (3.7 MBq) (approximately 300 µL) of 
99m

Tc (IPEN/CNEN) for 10 

minutes in order to label their structures, as schematically demonstrated in Figure 1. 

 

Figure 1 – Schematic labeling process of nanoparticles with Technetium-99m by the direct 

method. 

 

 

 

Quality Control of the Labeling Process with 
99m

Tc 

 

 

In order to confirm the efficacy of the nanoparticles labeling process, paper 

chromatography was done using Whatman paper nº 1 using 2 L of  sample I –

loadednanoparticle with Ocreteotide (PLA/PVA/Octreotide nanoparticles); II – unloaded 

(empty) nanoparticle and acetone (Sigma-Aldrich) as mobile phase. The radioactivity of the 

strips was verified in a γ-counter (Perkin Elmer Wizard
®
 2470, Shelton, CT City, State).  
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Labeling Stability Test 

 

 

To confirm the stability of the nanoparticles labeling process, paper chromatography 

was done using Whatman paper nº 1 , 2 L of sample I – loaded nanoparticle with 

Ocreteotide (PLA/PVA/Octreotide nanoparticles); II – unloaded (empty) nanoparticle and 

acetone (Sigma-Aldrich) as mobile phase in the following period of time: 0, 30’,1h, 2h, 4 h, 6 

h and 24 h. The radioactivity of the strips was verified in a γ-counter (Perkin Elmer Wizard
®

 

2470, Shelton, CT City, State) (26-28). 

 

 

In vivo Analysis 

 

 

Tumorxenografted models – PPoma Animal Model 

 

 

Human pancreas carcinoma (MIA Paca-2) (Cell Bank of Rio de Janeiro, Brazil) were 

cultured in RPMI (Gibco, Life technologies, MD, USA) supplemented with 10% of fetal 

bovine serum (Gibco, Life technologies, MD, USA) and 50 µg/mL of gentamicin (Gibco, Life 

technologies, MD, USA). Mycoplasma contamination in cultured cells was excluded using 

Lonza Mycoplasma Detection Kit.  

 Is important to state that we used the MIA Paca-2 cell line since this cell line express 

great amounts of SSRT 2 (somatostatin receptor type 2), which is the most prominent 

somatostatin receptor presented in the PPoma, once the PP (pancreatic polypeptide) cannot be 

used as original biomarker because his expression is marginally recognized (2,11,29-31). 

Tumors were established by subcutaneous (SC) injection of 1x10
6 

MIA Paca-2 cells at 

the right flank of eight-week-old maleBalb/c nude mice (n=6). Tumor size was monitored for 

3 weeks and measured by a caliper. Mice were observed three times per week for evidence of 

distress, ascites, paralysis or excessive weight loss. 
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Biodistribution  

 

 

For the biodistribution studies, 3.7MBq/0.01mL of each sample: sample I – loaded 

nanoparticle with Ocreteotide (PLA/PVA/Octreotide nanoparticles) and II – unloaded (empty 

PLA/PVA nanoparticle) nanoparticle were injected by retro-orbital via as described by De 

Jesus Felismino et al. (32) and Salviet al. (33). Briefly, male Balb/c nude mice (n=6 per 

group) were anesthetized intramuscularly with a solution mix of 10% Ketamine and 2% 

Xylazine and then,
99m

Tc-PLA/PVA/Octreotide nanoparticles as PLA/PVA nanoparticle were 

administered by retro-orbital injection. Two hours after administration male mice were 

sacrificed by asphyxiation (CO2 chamber) and organs of interest (heart, brain, stomach, 

intestine, kidney, lung, liver, spleen, lesion (tumor) and blood were immediately dissected out 

and weighed for quantitative estimation of gamma counts using a gamma counter (Perkin 

Elmer, Wizard
®
 2470). Results were expressed as percentage of injected dose per organ 

(%ID/organ). 

 

 

Statistical analysis 

 

 

Statistical analyses were performed using Origin Pro 8 (OriginLab, USA) software. 

Results are shown as means ± standard deviation (SD). P-values less than 0.05 were 

considered significant. 

 

 

RESULTS AND DISCUSSIN  

 

 

Nanoparticle Fabrication 

 

 

The double emulsion followed by solvent evaporation method showed to be 

anefficientmethodology for the encapsulation of hydrophilic molecules and proteins such as 
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Octreotide (34,35). The results from DLS and AFM corroborated this efficacy, as shown 

below.  

 

 

Dynamic Light Scattering 

 

 

The PLA/PVA/Octreotide nanoparticle showed a mean size of 189 ± 1 nm with a 

polydispersity index (PDI) of 0.097± 0,022 (Figure 2), corroborating the monodispersive 

behavior (36-38). 

 

Figure 2 – PLA/PVA/Octreotide nanoparticle size distribution and mean size. Analyses were 

performed at 25°C after preparation.  Error bars indicate SD for the triplicates. 

 

 

The acquired size (189 nm) is suitable for a higher EPR effect (EnhancedPermeability 

and Retention) in tumor cells, specifically in solid tumors, as PPoma, since with this size the 

PLA/PVA/Octreotide nanoparticle can reach the broader fenestrations of the neo-vessels, but 

cannot enter the narrow endothelial fenestrations of normal tissues (36,39-43).In this direction 

is expected a higher accumulation (uptake) in the tumor with low accumulation (uptake) in 

normal tissues (44). 
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Atomic Force Microscopy (AFM) 

 

 

In topographical AFM images (Figure 3), PLA/PVA/Octreotide nanoparticles showed 

high homogeneity in shape (spherical) and a narrow size distribution in the middle area of 180 

to 200nm, corroborating the DLS analysis.  

 

Figure 3 – Topographic image of nanoparticles obtained by atomic force microscopy showing 

their size and the spherical shape. (A) Film adhesion; (B) Adhesion; (C) Film 3D; 

(D) Height; (E) and (F) Uniformity of structures.  

 

 

 

EntrapmentEfficacy (EE%) 

 

 

The result from EE% was also consistent and showed that 60% of the Octreotide were 

incorporated into the nanoparticles, corroborating the double-emulsion methodology as a 

good technique to produce high-loaded nanoparticles of Octreotide. 
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Cytotoxicity  

 

 

The results from the MTT assay are expressed in Figure 4. The results corroborate the 

safety aspect of the nanoparticle. Also, confirmed that the amount of Octreotide used was not 

enough to kill the cells (MIAPaca-2). This is quite desirable especially when developing 

contrast/imaging agent as is the case of this nanosystem(26,27). 

 

Figure 4 – MTT assay using PLA/PVA/Octreotide nanoparticles at concentration of 1, 5, 10, 

20, 50 and 100 µM, at the times of 24, 48 and 72 hours. The MTT assay was 

performed and optical density was obtained at 570 nm. The graphs represent the 

mean ± standard deviation from three independent experiments. UT: Untreated 

cells. Statistical significance was analyzed by the one-way ANOVAtest (*p<0.05; 

**p<0.01).  

 

The results corroborates itself the safety and harmless of these nanoparticles and it use 

as imaging agent (24).  

 

 

 

 

 



85 

 

 

Labeling Process 

 

 

The PLA/PVA/Octreotide nanoparticles were successfully labeled (>90%). The use of 

acetone as the mobile phase provided efficient separation from free 
99m

Tc and labeled 

nanoparticles, as shown in table1. 

 

Table 1 – Percentage of labeled PLA/PVA/Octreotide nanoparticles observed over time, after 

ascending chromatograms of 
99m

Tc compared with free pertechnetate (Na
99m

TcO4). 

Time (h) Labeling (%) 

0 99.8 ± 0.2 

0.5 99.7 ± 0.3 

1 98.8 ± 0.6 

2 99.7 ± 0.5 

4 98.6 ± 0.9 

6 98.7 ± 0.6 

24 98.3 ± 0.8 

 

This result is in agreement with the literature, which says that the amount of sample 

must be sufficient to bind at least90% of the 
99m

Tc, thus obtaining an image with few artifacts 

(45-47).Similar results were found for empty nanoparticles as shown in table 2. 

 

Table 2 – Percentage of labeled emptynanoparticles observed over time, after ascending 

chromatograms of 
99m

Tc compared with free pertechnetate (Na
99m

TcO4). 

Time (h) Labeling (%) 

0 99.9 ± 0.4 

0.5 99.8 ± 0.2 

1 99.8 ± 0.6 

2 99.7 ± 0.4 

4 99.6 ± 0.7 

6 98.2 ± 0.5 

24 98.0 ± 0.2 
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Biodistribution 

 

 

The biodistribution (Figure 5) of both nanosystem (
99m

Tc-PLA/PVA/Octretide and 

99m
Tc-PLA/PVA, respectively loaded and empty nanoparticles/nanosystems) is quite different 

in inducted animals andchanged the behavior of the loaded nanoparticles when compared with 

empty nanoparticles (Figure 5). The uptake by the liver (64.51% and 61.86%, respectively 

empty and load nanoparticle) were very similar and may be explained by the fact that 

nanoparticles are recognized by the mononuclear phagocytic system (MPS) (48-51). This 

theory is corroborated by the high uptake by the spleen (10.79% and 7.8%, respectively 

loaded and empty nanoparticles) in both cases. 

 A high uptake in stomach was observed in the intervention group (treated with 
99m

Tc-

PLA/PVA/Octreotide nanoparticles), which can be explained by the fact that stomach express 

somatostatin receptor (21). The uptake in large and small intestine in the same group was also 

observed and can be explained duethe high amount of SSRT 2 receptor in intestines too 

(21,52). In both cases a negligible uptake were observed in brain (0.06% and 0.05%, 

respectively empty and loaded nanoparticles) corroborating the safety aspect in terms of 

radioactive imaging agent.   

In both groups were observed the renal uptake (∑= 14.7% and ∑=6.8%, respectively 

empty and loaded nanoparticles), but with imperceptible amount in bladder (0.9% and 1%) 

respectively empty and loaded nanoparticles, which suggest that the both nanosystems were 

reabsorbed in the luminal space  instead of been excreted (53).  

The uptake by the lungs (∑= 4.5% and ∑=5.1%, respectively empty and loaded 

nanoparticles) can be explained by the administration route (33,54). Finally, the uptake in 

lesion (tumor) by the loaded nanosystem (5.3%) in contrast with the empty nanosystem 

(0.01%) corroborated the targeting of the nanosystem as it use as a nano-imaging agent for 

PPoma. 
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Figure 5 – Biodistribution of the 
99m

Tc-PLA/PVA/Octreotide nanoparticles compared with the 

biodistribution of the 
99m

Tc-PLA/PVA nanoparticles both with similar size in 

xenografted mice (n=12, 6 animal per group) using MIA Paca-2 cell to mimic the 

PPomamicro environment, with expression of somatostatin subtype 2 receptor 

(SSRT 2). The red group is control group (empty nanoparticles/
99m

Tc-PLA/PVA 

nanoparticles) and the green group is the intervention group (loaded 

nanoparticles/
99m

Tc-PLA/PVA/Octreotide).  

 

 

 

CONCLUSION 

 

 

AlthoughPPoma is being considered a rare type o tumor, the aggressiveness as the 

very low rate of treatment’s success makes this cancer a challenge. Most of the issues related 

to PPoma rely in the difficult to early detect, since no great metabolic or physiological 

changes are observed in the first stages of the tumor. In this direction, the developed 
99m

Tc-

PLA/PVA/Octreotidenanoagent showed to be a precise and efficient agent capable to 

correctly targeting and identify this tumor. Further studies are necessary, especially in 

orthotopic cancer model, in which the biology of the cancer is more preserved. Also, imaging 

studies using Micro PET/SPECT are required to undoubtedly proof the concept.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

A grande vantagem da nanomedicina é a possibilidade de fornecer ao paciente um 

atendimento cada vez mais personalizado e individualizado, através do aperfeiçoamento tanto 

dos métodos de diagnóstico quanto das terapias. Além disso, os estudos na área da 

nanomedicina fornecem uma maior compreensão do mecanismo da doença ao nível 

molecular, fato essencial na integração do diagnóstico e da terapia. Devido a estas 

características, a nanomedicina possui um vasto leque de aplicações clínicas.  

Atrelado a isto, pesquisas sobre o Tumor Secretor de Polipeptídeo Pancreático 

(PPoma) devem ser icentivadas. Por ser um tipo tumoral altamente agressivo e fatal com 

poucas alternativas para reversão deste quadro. O ponto de partida pode ser dado com o 

desenvolvimento de um agente diagnóstico. Assim utilizando as informações da área da 

nanotecnologia, problemas no direcionamento para essas células tumorais, podem ser 

superados pela produção e adesão do nanoradiofármaco no órgão alvo, pâncreas.  

Neste contexto, o presente trabalho demonstrou que a metodologia de dupla 

emulsificação para a obtenção de nanopartículas (NPs) poliméricas de ácido poliláctico (PLA) 

carregado com Octreotida foi eficaz. As mesmas foram caracterizadas pelas técnicas de 

Microscopia de Força Atômica (AFM) e Dispersão Dinâmica de Luz (DLS). Os resultados 

obtidos demonstram uma distribuição de tamanho em torno de 189 nm e monodispersa com 

Índice de Polidispersão (PDI) de 0,097, sendo ideal para a penetração em células tumorais 

através, principalmente, do efeito de EPR (Efeito Permeabilidade e Retenção Aumentadas). A 

eficência de encapsulamento da Octreotida pelo espectofotômetro UV-VIS, de forma indireta, 

obteva-se uma eficiência de 60%, sendo aceitável pelas carterísticas de dificuldade de 

adsorção do fármaco hidrosolúvel.  

 Um ponto importante a ser avaliado no desenvolvimento de umnanorradiofármaco 

como agente de imagem é a sua citotoxiciade. Essa foi avalida pelo ensaio de MTT frenteàs 

células do carcinoma do pâncreas humano (MIA Paca-2) que expressão SSTR 2. Observou 

que mesmo aumentando a concentração das nanopartículas de PLA/PVA/Octreotida, não 

houve alteração significativa na viabilidade celular, corroborando com o uso seguro das 

mesmas.  

 A marcação pelo método direto com tecnécio-99 metaestável (
99m

Tc) apresentou alto 

rendimento,  maior que 98%, que persisitiu por 24 horas. Isto possibilita o estudo de 

biodistribuição em camundongos machos de Balb/c induzidos pelo xenoenxerto de MIA 
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Paca-2 com as NPs de PLA/PVA (grupo controle) e NPs de PLA/PVA/Octreotida (grupo de 

intervenção)radiomarcada com 
99m

Tc para prever seu comportamento biológico. Os resultados 

obtidos de alto valor do percentual de captação no fígado nos dois grupos, sugeremo 

reconhecimentos das NPs pelo sistema fagocitário mononuclear (MPS), que corroboram com 

o percentual encontrado no baço. Por fim, o nanorradiofármaco de 
99m

Tc-

PLA/PVA/Octreotida apresentou significativa diferença na captação pela lesão que o 

nanorradiofármaco de 
99m

Tc-PLA/PVA sem a Octreotia. Sugerindo que este sistema poderá 

servir como agente de imagem para o PPoma. 

Portanto, o estudo da biodistribuição associada a técnias de caracterização das NPs por 

DLS e AFM e estudos citotoxicológicos, fornecem uma visão mais ampla do comportamento 

das nanopartículas in vivo. Isto tudo é essencial para os estudos pré-clínicos de novos 

nanorradiofármacos com o intuito de utilização clínica futura, no caso, para o diagnóstico do 

PPoma. 

 

  

Sugestões para trabalhos futuros 

 

 

Sugerimos como continuidade deste trabalho um estudo detalhado do processo de 

viabilidade celular, ensaios in vitro, para determinação da ocorrência ou não da toxicidade 

sobre outras linhagens tumorais, testadas para fins exclusivamente diagnósticos. 

Propostas que avaliem o perfil de concentração plasmática das soluçõesfarmacológicas 

de NPs utilizadas no modelo animaltambém são desejadas.  

Estudos de imagens cintilográficas dos animais sadios e induzidos para avaliar melhor 

a biodistribuição das nanopartículas e possibilitar o estudo dosimétrico dos órgãos.Assim 

como estudos que extrapolem o tempo de geração de imagens SPECT no modelo animal 

resultando em ótima qualidade de análise. 
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ANEXO A - Aprovação do Comitê de Ética para uso de Animais (CEUA) 
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ANEXO B - Produção de Nanopartículas Poliméricas 

 

No trabalho, o método utilizado para a preparação das nanopartículas (NPs) foi o de 

dupla emulsificação seguido pela evaporação do solvente, segundo adaptação do protocolo 

descrito por Patricio e colaboradores (2014). Este método pode ser dividido em 4 etapas:  

a) 1ª Etapa: Preparação da Emulsão Água/Óleo (a/o); 

b) 2ª Etapa: Preparação da Emulsão Água/Óleo/Água (a/o/a);  

c) 3ª Etapa: Evaporação do Solvente Orgânico;  

d) 4ª Etapa: Retirada do Excesso de resíduos. 

Foram preparados dois tipos de NPs: a primeira vazia (sem Octretida) e a segunda com 

o Octreotida. 

 

 

1. Obtenção das nanopartículas vazias de PLA/PVA 

 

 

a) 1ª Etapa: Preparação da Emulsão Água/Óleo (a/o):  

 

Em 4 mL de diclorometano (CH2Cl2) foram dissolvidos 50 mg de ácido poliláctico 

(PLA) e levado para a ultrassonicação a 55 W (100% da potência) por 2 minutos (Ultrassonic 

Processor -  UP100H). Durante este processo foi vertida sob gotejamento 1mL da solução de 

álcool polivinílico (PVA) a 0,1%. No final desse processo obteve-se uma emulsão a/o (Figura 

1). 

 

b) 2ª Etapa: Preparação da Emulsão Água/Óleo/Água (a/o/a): 

 

Em seguida, 10 mL de uma solução aquosa de PVA a 1% foi gotejada sobre a primeira 

emulsão obtida na etapa anterior sob a ultrassonicação a 55 W (100% potência) por 2 minutos 

e 30 segundos (Ultrassonic Processor -UP100H), obtendo-se por fim, uma emulsão a/o/a 

(Figura 1). 

 

c) 3ª Etapa: Evaporação do Solvente Orgânico: 
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A emulsão final foi colocada no rotaevaporador (Büchi Waterbath B-480) sob vácuo à 

temperatura ambiente (aproximadamente 25ºC) durante 1 hora e 30 minutos a 60 rpm para 

eliminação do excesso de diclorometano, obtendo as nanopartículas vazias de PLA/PVA 

(Figura 1). 

 

d) 4ª Etapa: Retirada do Excesso de resíduos: 

 

O conteúdo final foi então centrifugado (Beckman Avanti
®
 J-25) a 20.000 rpm a 20ºC 

por 20 minutos obtendo-se nanopartículas vazias PLA/PVA purificadas (Figura 1). Nesta 

etapa o sobrenadante é separado para posterior análise da eficiência de encapsulação. 
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Figura 1– Esquema de formação das nanopartículas poliméricas sem o Octreotida. Uma fase 

orgânica (representada em amarelo) contendo o PLA dissolvido em 

Diclorometano (CH2Cl2) foi colocada no ultrassonicador sobre a qual foi vertida 

fase aquosa (representada em tom mais claro de azul) contendo o PVA a 0,1%, 

formando uma emulsão a/o. Em seguida, verteu-se outra solução aquosa 

(representada em tom mais escuro de azul) contendo PVA a 1% sobre a emulsão 

previamente formada, originando a emulsão a/o/a após outro processo de 

ultrassonificação. O solvente orgânico foi evaporado sob pressão reduzida 

formando as nanopartículas vazias de PLA/PVA. Por fim, as nanopartículas foram 

purificadas na ultracentrifugadora.  

 

 

 

Fonte: Adaptação de SARCINELLI, 2014. 
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2. Obtenção das nanopartículas de PLA/PVA/Octreotida 

 

 

a) 1ª Etapa: Preparação da Emulsão Água/Óleo (a/o):  

 

Em 4 mL de diclorometano (CH2Cl2) foram dissolvidos 50 mg de ácido poliláctico 

(PLA) e levado para a ultrassonicação a 55 W (100% da potência) por 2 minutos (Ultrassonic 

Processor -  UP100H). Durante este processo foi vertida sob gotejamento 1mL da solução 

aquosa a 4% de Acetato de Octreotida (Sandostatin
®
) e 0,1% de álcool polivinílico (PVA). No 

final desse processo obteve-se uma emulsão a/o (Figura 2). 

 

b) 2ª Etapa: Preparação da Emulsão Água/Óleo/Água (a/o/a): 

 

Em seguida, 10 mL de uma solução aquosa de PVA a 1% foi gotejada sobre a primeira 

emulsão obtida na etapa anterior sob a ultrassonicação a 55 W (100% potência) por 2 minutos 

e 30 segundos (Ultrassonic Processor -UP100H), obtendo-se por fim, uma emulsão a/o/a 

(Figura 2). 

 

c) 3ª Etapa: Evaporação do Solvente Orgânico: 

 

A emulsão final foi colocada no rotaevaporador (Büchi Waterbath B-480) sob vácuo à 

temperatura ambiente (aproximadamente 25ºC) durante 1 hora e 30 minutos a 60 rpm para 

eliminação do excesso de diclorometano, obtendo as nanopartículas de PLA/PVA/Octreotida 

(Figura 2). 
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d) 4ª Etapa: Retirada do Excesso de resíduos: 

O conteúdo final foi então centrifugado (Beckman Avanti
®
 J-25) a 20.000 rpm a 20ºC 

por 20 minutos obtendo-se nanopartículas de PLA/PVA/Octreotida purificadas (Figura 11). 

Nesta etapa o sobrenadante é separado para posterior análise da eficiência de encapsulação.  

 

Figura 2 – Esquema de formação das nanopartículas poliméricas com o Octreotida. Uma fase 

orgânica (representada em amarelo) contendo o PLA dissolvido em 

Diclorometano (CH2Cl2) foi colocada no ultrassonicador sobre a qual foi vertida 

fase aquosa (representada em tom mais claro de azul) contendo o PVA a 0,1% e 

Octreotida a 4%, formando uma emulsão a/o. Em seguida, verteu-se outra solução 

aquosa (representada em tom mais escuro de azul) contendo PVA a 1% sobre a 

emulsão previamente formada, originando a emulsão a/o/a após outro processo de 

ultrassonificação. O solvente orgânico foi evaporado sob pressão reduzida 

formando as nanopartículas de PLA/PVA/Octreotida. Por fim, as nanopartículas 

foram purificadas na ultracentrifugadora 

 

Fonte: Adaptação de SARCINELLI, 2014.  
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ANEXO C - Diagrama do Estudo de Biodistribuição no modelo animal induzido 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Os tumores foram estabelecidos por injeções SC de 1x10
6
 da linha de células do 

MIA Paca-2 no flanco direito de 12camundongos machos Balb/c de8 semanas de 

idade 

 

 

Monitorização dos tumores por 3 semanas e medição por um paquímetro 

Administrado por via retro-orbital em 2 grupos (3,7 MBq / 0,2 mL) do 

nanorradiofármaco segundo De Jesus Felisminoet al. (2018) e Salviet al. (2018) 

Após 2 h, os camundongos foram sacrificados em uma câmara de gás CO2 e 

dissecados para a remoção de órgãos, sangue e lesão tumoral 

A atividade em cada órgão, sangue e lesão tumoral foi determinada pelo contador 

gama com um cristal de NaI (Tl) sob condições eletrônicas ótimas para a leitura do 

radiosótopo 
99m

Tc 

 

Os resultados serão expressos Dose Injetada por Órgão 

 

Anestesiado (10% de cetamina + 2% de xilazina) por via intramuscular (coxa) 

Grupo Controle (n=6) 

NPs vazias: 
99m

Tc-PLA/PVA 

Grupo Intervenção (n=6) 

NPs cheias: 
99m

Tc-PLA/PVA/Octreotida 

 

 

Dose por órgão            

(%ID/organ) 
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