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RESUMO

ALMEIDA JUNIOR, Julio Cezar. Desenvolvimento de nanoparticula 5-
fluorouracil radiomarcada com tecnécio-99 metaestavel para diagnéstico por
imagem de cancer. 57 f. Dissertagao (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantra Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2018.

O desenvolvimento de novos nanorradiofarmacos é uma atividade essencial
ao aperfeicoamento da medicina nuclear e fundamental para o diagndstico precoce
e eficaz das doengas oncoldgicas, assim como para o avango da radiofarmacia.
Dentre todas as opg¢des de tratamento e diagndstico do cancer, o desenvolvimento
de nanorradiofarmacos figura entre as técnicas mais promissoras na detecgéo
precoece de tumores. Os avancos da nanotecnologia, nas ultimas décadas,
apresentaram importantes contribuigcdes para a melhoria dos processos diagnésticos
e terapéuticos, em especial a superagcdo de diversas barreiras moleculares,
possibilitando, assim, o melhor direcionamento, bem como aumentando as chances
de diagndstico precoce e tratamento eficiente. Este trabalho teve como objetivo a
producdo, caracterizacdo e avaliagao in vivo da biodistribuicdo de nanoparticulas
poliméricas de 5- Fluorouracil marcadas com Tecnécio-99m para a deteccao de
adenocarcinoma. Os resultados corroboraram as expectativas, em particular o
direcionamento e o imagiamento tumoral.

Palavras-chaves: Adenocarcinoma. Cancer. Nanotecnologia. Tecnécio 99m.

Radiofarmaco. Marcacao de moléculas.



ABSTRACT

ALMEIDA JUNIOR, Julio Cezar. Development of radiolabeled 5-fluorouracil
nanoparticle with technetium-99 metastable for diagnostic imaging of cancer. 57 f
Dissertacao (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantra
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018

The development of new nanorradiopharmaceuticals is an essential activity for
the improvement of nuclear medicine and is essential for the early and effective
diagnosis of oncological diseases, as well as for the advancement of radiopharmacy.
Among all cancer treatment and diagnosis options, the development of
nanorradiopharmaceuticals is among the most promising techniques for the early
detection of tumors. The advances of nanotechnology in the last decades have
presented important contributions to the improvement of the diagnostic and
therapeutic processes, in particular the overcoming of several molecular barriers,
thus enabling better targeting, as well as increasing the chances of early diagnosis
and efficient treatment. This work aimed at the production, characterization and in
vivo evaluation of the biodistribution of polymeric nanoparticles of 5-Fluorouracil
labeled with Technetium-99m for the detection of adenocarcinoma. The results
corroborated expectations, in particular tumor targeting and imaging.

Keywords: Adenocarcinoma. Cancer. Nanotechnology. Technetium 99m.

Radiopharmaceutical. Labeling process.
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INTRODUGAO

O adenocarcinoma é um tumor raro, representando apenas 5% dos canceres.
A incidéncia mundial anual é em torno 0,5 a 2% para cada 100.000 habitantes.
(Lagha, et al., 2012, Eskander, et al., 2014). Contudo, seu tratamento tem
complicacbes e limitagdes importantes. O adenocarcinoma apresentam diversas
variagdes histologicas e sdo classificadas pelo World Health System (WHS), em 24
subtipos (1) ; (2). Dentre suas caracteristicas mais marcantes, destacam-se o
crescimento lento, multiplicagdo local e em diversas situagdes ocorre metastase a
distancia (1); (3)

Os tratamento para o adenocarcinoma incluem ressecgao cirurgica primaria
em estagio inicial, radioterapaia primaria e quimioterapia adjuvante (7). A
quimioterapia ainda é controversa (8), podendo-se utilizar diversos quimioterapicos
como Mitoxantrone, Ciclofosfamida e, 5-Fluorouracil (1). Por se tratar de uma
doenga indolente o desenvolvimento da metastase, ao evoluir a 6bito em periodo

inferior a 5 anos (9); (10)
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Cancer e Carcinogénese

O cancer é um problema de saude publica global, ocupando a segunda
colocagédo em casos de morte (14). De acordo, com a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS), estima-se que o envelhecimento contribuird para o aumento de 45%
na incidéncia do cancer até 2030, levando a sua ascensao, como a principal causa

de morte em todo o mundo, superando as doencgas cardiacas (15),(14).

O cancer apresenta seis aptiddes biolégicas chamadas de “marcas do cancer”
(16); (17). A carcinogénese envolve um processo multiestagio e que envolve
diversos eventos moleculares e celulares que levam a transformacdo de células
sadias em células tumorais. Foi evidenciado pelo menos trés etapas no processo de

carcinogénese: iniciagao, promogao e progressao (Figura 2) (18)

Figura 1 - Multiestagio da carcinogénese

Carcinogénse | Iniciagéo
uimica <
2 < Celula Iniciada —
- R AR
AL
. Formagao de DNA iﬁ Ay ‘._ -:' ;
~ Adulto b Sen, A Ll
Reparagdo % S .q.? _‘-.-,i-h‘fz";"
do DNA L _". -
AT R -
- =
PI'OQI'ESSED Proliferacéo g
| das alteragoes - i o
gengéticas !
R T T RN T e n
K . ’, " Ay =§ ! =
= ¥ A ..
- x | °\' ,". ]
R .. e
- N
' IREEOASY

Tumor benigno

Fonte: adaptado de (18)
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1.1.1. Processo de carcinogénese

O processo de formagao do céncer é chamado de carcinogénese e ocorre
lentamente podendo levar anos para a formagéao do tumor de forma visivel (19). O
processo de carcinogénese € um processo complexo que ocorre em diferentes
niveis_(19).

A iniciacdo é um fenbmeno rapido e irreversivelmente transmitida as células
filhas no processo do ciclo celular. Para essa fase, € imprescindivel a proliferagao
celular, sendo um trago fundamental das células cancerigenas, que envolve a
capacidade de sustentacao da proliferagao crénica (20), (21). Um vez havendo dano
ao DNA, o mesmo DNA pode ainda ser reparado por mecanismo enzimaticos, no
entanto, as células iniciadas que estao proliferando podem escapar a esse reparo e

podem crescer de forma autbnoma e clonal (18), (22).

A promogao do tumor envolve a expansao clonal seletiva de células
geneticamente modificadas. Estas células sdo ndo mutagénicas, necessitando de
um ativador metabdlico (oncopromotores) para mediar seus efeitos bioldgicos (23),
(22).

Nem todas as células expostas a um estimulador tumoral passam pela a
etapa de estimulagdo e apenas células que sao estimuladas a dividir-se e escapar
da apoptose avangam para o proximo estagio, conhecido como progressao (23),
(22).

A promogdo do tumor contribui para o processo de carcinogénese pela
expansdo de uma populagdo de células iniciadas. A conversdao de uma fragcéao
destas células a malignidade sera acelerada em propor¢gdo com a taxa de divisdo
celular e a quantidade de células que estejam em divisdo no tumor benigno ou leséo
pré-neoplasica. Alguns componentes da alimentagdo e a exposi¢ao excessiva e
prolongada a horménios sdo exemplos de fatores que promovem a transformacgao
de células iniciadas em malignas (23), (22).

A progressao compreende a expressao do fenétipo maligno e a tendéncia de
células malignas a adquirir caracteristicas mais agressivas ao longo do tempo. Além
disso, engloba o processo de metastase. Nesse estagio o cancer ja esta instalado,

evoluindo até o surgimento das primeiras manifestagdes clinicas da doenga (24).
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Durante este processo, outras alteragdes genéticas podem ocorrer, incluindo
a ativagao de oncogenes e a perda funcional de genes supressores de tumores (23);
(25). Em relacdo aos CGSs, um importante desafio, € a elucidacdo da
carcinogénese, dada sua baixa incidéncia, acarretando poucos estudos.
Recentemente, foi descoberta a participacdo no processo de carcinogénese da

translocagao entre cromossomos 6q e 9p e a fusdo MYB-NFIB (6).

1.2. Adenocarcinoma

Dentre os canceres, o carcinoma possue uma incidéncia rara, de crescimento
lento. O tumores de glandulas salivares sdo descrito em literatura, com um padrao
de crescimento, com estruturas cribiformes, tubulares, trabeculares, fasciculares e
sélidas (26) (27) (28).

Histologicamente o adenocarcinoma  pode apresentar um diagndstico
desafiador, devido a sua diversidade morfoldgica, uniformidade citolégica e padréao
de crescimento infiltrativo (29). Nao obstante, sua patogénese é mal compreendida,
com apenas poucos relatos em citogenética e genética molecular descritos em
literatura. Dentre esses, destacam-se a monossomia do cromossomo 22 e a
translocagao envolvendo o cromossomo 12 com pontos de quebra em 12q13, 12922
e 12p12 (29).

1.2.1. Diagndstico

No inicio da década de 1950, Wrenn e colaboradores propuseram o uso de
técnicas de coincidéncias para a imagem de radionuclideos emissores de padsitron
para estudar 8*Cu em tumores cerebrais, usando a posicdo dos detectores de iodo
de sédio. No inicio da década de 70, uma progressao importante neste campo
ocorreu com a introdugéo da tomografia. A introdugcdo da tecnologia do ciclotron e
PET (Tomografia por Emissdo de Pdsitrons, sigla em inglés) na medicina nuclear

melhorou muito o manejo de pacientes com cancer e outras doengas, 0
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desenvolvimento de imagens combinadas com SPET/CT (Tomografia
Computadorizada de um Unico Pésitron, sigla em inglés) melhorou substancialmente
a eficacia desta modalidade (30), (31).

O PET é uma técnica de medicina nuclear que produz uma imagem
tridimensional ou um mapa de processos funcionais no corpo. O sistema detecta
pares de raios gama emitidos indiretamente por um radioisétopo emissor de
positron, que € introduzido no corpo em uma molécula metabolicamente ativa. As
cameras do PET detectam fétons de 511 KeV (30) (32). Os avangos recentes na
tomografia computadorizada de alta resolugéo (CT-HR) e aplicagdo generalizada da
tomografia computadorizada (CT) melhoraram a descoberta do cancer, em particular
0s CGSs. Estes muitas vezes contém um componente ndo solido que se apresenta
como vidro moido opaco (VMO) na CT (Figura 3) (31) (32).

Figura 2 — Imagem tomogréfica

Legenda: Imagem de tomografia computadorizada, com a seta, evidenciando um tumor de
glandula salivar

Fonte: (32)
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A imagem de diagndstico utilizada para apoiar a tomada de decisées médicas
experimentou um crescimento expulsivo na segunda metade do século XX (33).
Recentemente, o uso da CT para triagem e classificacdo do estadiamento do cancer
aumentaram, com isso auxiliou a identificagdo dos nddulos persistentes com
aspecto opaco, com caracteristica de vidro moido, que apresentam alto risco de
malignidade (34), (35). O PET em combinacdo aos agentes de imagem
direcionados, permite o diagndstico especifico e ndo invasivo do tumor, com uma
delineacio precisa dos tumores e metastase, bem como, o estadiamento da doenca
(36) (35) O SPECT-CT possibilitou a expansao do diagndstico, particularmente,
onde haviam restricbes anatdbmicas, como a area de cabecga e pescocgo. A técnica de
imagem do SPECT-CT envolve um sistema de tomografia computadorizada de baixa
dose e uma camara gama, havendo, portanto, a formagéo de uma imagem hibrida
anatomo-funcional (35). A medicina nuclear oferece diversas técnicas de imagem
molecular estudando a distribuicdo do corpo de farmaco (emissores de radiacao
gama e positron) administrados ao paciente e visualizados pela tomografia
computadorizada SPECT ou PET (37)

1.3.Farmaco 5- Flourouracil

Os agentes quimioterapicos utilizados na pratica clinica atual desempenham
um papel significativo na redugdo da mortalidade/morbidade e no aumento da
qualidade de vida dos pacientes (17); (38). O 5- fluorouracil (5-FU) é um analogo do
uracil com um atomo de fluor na posi¢cado C-5 no lugar do hidrogénio (Figura 4) (39);
(38); (17).



20

Figura 3 — Estrutura quimica do 5Fu e do uracil.
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Legenda: Moléculas quimicas do 5-Flourouracil e uracil.
Fonte: (40)

1.3.1 Biotransformacao do 5-Fluoracil

O 5-FU interfere na sintese de DNA, atuando principalmente como um inibidor
da Timidilato sintase. No entanto a meia-vida curta, ampla distribuicdo e varios

efeitos colaterais limitam sua aplicabilidade médica (38).

O 5-Fluorouracil é convertido em trés principais metabolitos ativos:
monofosfato de fluorodeoxiuridina (FAUMP), trifosfato de fluorodeoxiuridina (FAUTP)
e trifosfato de fluorouridina (FUTP). O mecanismo principal de ativagéo de 5-FU ¢é a
conversdo para monofosfato de fluorouridina (FUMP), diretamente por orotato de
fosforibosiltransferase (OPRT) com Pirofosfato de fosforibosilo (PRPP) como cofator,
ou indiretamente via fluorouridina (FUR) através da agao sequencial da uridina
fosforilase (UP) e uridina quinase ( K). A FUMP é entéao fosforilada para difosfato de
fluorouridina (FUDP), que pode ser novamente fosforilado para o metabolito ativo
fluoroureidina trifosfato (FUTP), ou convertido em difosfato de fluorodeoxiuridina
(FAUDP) por ribonucledtideo redutase (RR). Por sua vez, FAUDP pode ser
fosforilado ou desfosforilado para gerar os metabolitos ativos FAUTP e FAUMP,
respectivamente (figura 6) (38); (17); (39)
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Figura 4 — Biotransformacéao do 5-FU
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Legenda: O 5-Fluorouracil é convertido em trés principais metabolitos ativos: monofosfato de
fluorodeoxiuridina (FAUMP), trifosfato de fluorodeoxiuridina (FAUTP) e trifosfato de
fluorouridina (FUTP). O mecanismo principal de ativagdo de 5-FU é a conversdo para
monofosfato de fluorouridina (FUMP), diretamente por orotato de fosforibosiltransferase
(OPRT) com Pirofosfato de fosforibosilo (PRPP) como cofator, ou indiretamente via
fluorouridina (FUR) através da acdo sequencial da uridina fosforilase (UP) e uridina
quinase ( K). A FUMP é entéo fosforilada para difosfato de fluorouridina (FUDP), que pode
ser novamente fosforilado para o metabolito ativo fluoroureidina trifosfato (FUTP), ou
convertido em difosfato de fluorodeoxiuridina (FAUDP) por ribonucleétideo redutase (RR).
Por sua vez, FAUDP pode ser fosforilado ou desfosforilado para gerar os metabolitos
ativos FAUTP e FAUMP, respectivamente

Fonte: adaptado de (39)

Uma via de ativacao alternativa envolve a conversao catalisada por timidina
fosforilase de 5-FU para fluorodeoxiuridina (FUDR), que é entdo fosforilada por
timidina quinase (TK) para FAUMP (38); (17); (39) .

O 5-FU apresenta diversos efeitos colaterais, dentre eles destacam-se:
anemia, leucopenia, trombocitopenia, nauseas, vOmitos, diarreia, mucosite,
sindrome mao-pé (Efeito colateral de alguns tios de quimioterapicos, que provoca

vermelhiddo, inchago e dor nas palmas das maos ou na regido plantar dos pés) (41).
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1.4 Radiofarmacos

O prémio Nobel de quimica, conquistado por George de Hevesy em 1943,
desenvolveu um prologo que hoje seria utilizado como um rastreador na medicina
nuclear, sendo a produgdo mais significativa do século XX (30). Um radiofarmaco
(radiotragador) € um medicamento radioativo usado para o diagndstico e terapia de
algumas doencas, como o cancer. E composto por duas partes: um radionuclideo,
que é um isétopo radioativo que pode ser injetado de forma segura no corpo, e uma
outra parte, que pode ser um farmaco, que atua como uma molécula transportadora
que entrega o isotopo radioativo na area desejada a receber o tratamento ou a ser
examinada. Para que um radiofarmaco seja usado com seguranga em seres
humanos, tanto para diagndstico como terapéutico, o radiofarmaco deve possuir
diversas caracteristica essenciais como pureza quimica e radioquimica, esterilidade
e auséncia de pirégeno. (30)

Em 2009, a ANVISA (2009) langou a primeira resolugdo (RDC N° 63/2009)
sobre radiofarmacos, promulgando os mesmo como:

‘Radiofarmacos sdo preparagbes farmacéuticas com finalidade de diagndstico
ou terapéutica que, quando prontas para o uso, contém um ou mais radionuclideos”.

Os radionuclideos (isétopos radioativos) sdo atomos com um nucleo instavel
em que ocorrem a desintegragao espontanea com a emissao de particulas - (beta),
B+ (positron), a , Raios X, e particulas gama. (42) (43)

Recentemente diversos radiofarmacos foram desenvolvidos, porém, os que
sdo a base de Tecnécio-99m sao os principais no uso de diagnostico de diversas
doencas, correspondendo a mais de 80% dos radiofarmacos em uso no mundo (42)
; (44); (45).
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1.5 Nanotecnologia e nanoparticulas

O conceito de nanotecnologia foi concebido pela primeira vez por Richard
Feynmann na famosa palestra “Ha muito espago no fundo”, ocorrida em 1959 (46);
(47). A nanotecnologia é subdividida em trés ramos principais: nanomateriais,
nanotecnologia molecular e biotecnologia e nanomedicina (48) (49).

A nanomedicina €, sem duvida, uma das principais areas de interesse de
estudos nanotecnoldgicos, principalmente devido ao fato de que a nanociéncia pode
levar a avangos ha muito tempo aguardados na luta contra diversos tipos de
doengas, como por exemplo, na cancerigenas (48); (49). As propriedades dos
nanofarmacos s&o singulares e apresentam maior efetividade na terapia quando
comparado com a terapia tradicional (50). Nao obstante os nanofarmacos,
apresentam idiossincrasias tais como: comportamento farmacocinético diferenciado,
biodisponibilidade, solubilidade de tempo de retencéo, redugao dos efeitos adversos
e targeting melhorado, que juntos contribuem para sua aplicagdo clinica superior
(50); (49).

Os radiofarmacos sdo moléculas ligadas a elementos radioativos emissores
de radiacéo, utilizados na medicina nuclear, em exames de diagnodsticos, bem como,
tratamento. Os radiofarmacos s&do compostos por dois componentes: o radionuclideo
e o carreador (particulas responsavel pela emissdo de radiagdo), sendo sua
aplicagao diretamente ligado ao radiois6topo (44).

No caso dos radiofarmacos a premissa permanece. As pesquisas em
nanotecnologia melhoraram o desempenho dos radiofarmacos, principalmente na
penetrabilidade, direcionamento especifico, e diminuicdo da dose absorvida
tornando esse novo campo de aplicagao fundamental para a medicina moderna (51)

Uma variedade de nanoestruturas, utilizando-se de polimeros sintéticos
biodegradaveis, como quitosana (CS), policaprolactona (PCL) , acido polilactico
(PLA) e acido polilactico co-glicdlico (PLGA), lipidios (lipossomas, nanoniosomas,
nanoparticulas lipidicas sélidas), silica mesoporosa nanoparticulas (MSNs), micelas,
pontos quanticos (QDs), nanotubos de carbono (CNTs) e nanoparticulas magnéticas
de oOxido de ferro (MNPs) vém sendo estudados como potenciais veiculos
nanométricos de farmacos assim como eficazes carreadores de radioisétopos para
imagem (52); (51).
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As nanoparticulas poliméricas (NP) sao definidas como uma estrutura
esférica, coloidal, solida, insoluvel, formando um tipo de matriz polimérica. As
particulas aprisionadas tem tamanho variando de 10 a 1000 nm (53).

Devido ao seu tamanho pequeno, as NPs podem ser convenientemente
administradas através de diferentes vias, dentre as quais intravenosa, intra-arterial,
subcutanea, intraperitoneal, oral entre outros. O tamanho, associado a sua forma
em esferas, favorecem a solubilizagdo e a liberagdo do farmaco em comparagao
com outros arranjos geométricos e transportadores maiores. Além disso, as NPs tém
a capacidade de passar pela barreira gastrointestinal por meio de captagao celular
ativa (53)

1.6 Farmacocinética de nanoparticulas.

A capacidade terapéutica de um farmaco ocorre pelo acumulo destes em um
o6rgao ou tecido de forma seletiva e quantitativa, independente do sitio e dos
métodos de administracdo. Os medicamentos, em particular os quimioterapicos, sao,
convencionalmente, administrados sistematicamente, assim o farmaco é distribuida
dentro do corpo e devem atravessar barreiras bioldgicas até atingir o alvo-especifico.
Dessa forma, devido ao volume de distribuicdo, grandes quantidades de farmacos
devem ser administradas para atingir a concentracdo terapéutica em um
determinado 6rgao ou tecido, aumentando, invariavelmente, as chances dos efeitos
colaterais (54); (55).

No caso de tumores, 0 microambiente tumoral possui diversos mecanismos
de defesa, como pH baixo e alta pressdo intersticial, assim como sistemas
enzimaticos superexpressos, aumentando o efluxo de drogas e a reducédo da
absorcdo em nivel celular, restringindo a agado do quimioterapico, levando a
resisténcia (9) (55) (56).

N&o obstante, o crescimento tumoral € acompanhado de angiogénese que
possui caracteristicas singulares, tais como: anormalidade da membrana basal e
deficiéncia do alinhamento das células endoteliais. A angiogénese produz uma
vasculatura tumoral caracterizada por neovasos, com tamanhos entre 100 nm e 780

nm, dependendo do fendtipo tumoral. Os neovasos tumorais tem como caracteristica
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uma pressao intersticial maior no centro do tumor que na sua periferia, sendo
constituido por fibras de colageno e fluidos semelhantes a géis, além disso os
tumores, de forma geral, apresentam, fluxo sanguineo fraco, matriz extracelular
abundante (MEA) e células tumorais abundantes, todos fatores incapacitantes de
permeacao adequada (55) (57) (58)). Nao obstante, a falta de um sistema linfatico
bem definido, potencializa a pressao hidrostatica. (9)

Nesse sentido, a aplicagio de nanofarmacos/nanomedicamentos,
proporciona melhor superagado das barreiras biolégicas, assim como aumenta sua
solubilidade e seu tempo de circulagdo sanguinea, diminuindo sua distribuicao nao
especifica, sua toxicidade, e consequentemente, causando menos efeito adversos

potencializando assim a terapia (27); (27); (56)

1.7 Efeito de Permeabilidade e Retengdao Aumentado (EPR)

As vantagens dos nanomedicamentos em relacdo ao medicamentos
tradicionais, baseia-se, prioritariamente, no efeito EPR (Enhaced Permeability and
Retention). As caracteristicas fundamentais da fisiologia do EPR sdo os vasos
tumorais altamente permeaveis que permitem o aumento da permeabilidade das
nanoparticulas, evitando a depuracao renal (56); (57); (58).

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de nanofarmacos, em particular em
oncologia, vem crescendo exponencialmente (58).

Os nanomedicamentos  administrados sistematicamente, precisam ser
submetidas a um processo de trés passos para atingirem a regiao tumoral, de modo
a desenvolver seus efeitos terapéuticos: i) transporte vascular para diferentes ares
do tumor; ii) transporte trans-vascular, por meio da parede vascular; iii) transporte
intersticial para atingir as células tumorais, conforme demonstrado na figura 7 (57);
(58).

Nos tecidos normais, existe um balanco entre as estruturas pro-
angeogénicas, como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF, singla
inglés) e moléculas antiangeogénicas endogenas, como sVEGFR1 e
trombopondina. Por sua vez, nos tecidos tumorais, o efeito para o-angeogénico é

anormal, resultando em uma estrutura vascular desorganizada (55); (58). Os vasos
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do tumor recém formados, sdo tortuosos e fenestrados, permitindo a entrada e
retencdo do nanomedicamento no microambiente tumoral. Ndo obstante o aumento
da pressdo do fluido intersticial (PFIl), evita o fluxo sanguineo e o transporte

vascular, potencializando seu efeito de retengao (9); (55); (58).

A juncao desses fatores, determinam a escolha do nanomedicamento e suas
caracteristicas (tamanho, forma, tensao superficial, potencial hidrodinamico, entre
outros) e proporcionam um efeito prolongado e mais efetivo, quando comparado aos

medicamentos tradicionais (ndo-nanoestruturados) (55); (58).

Figura 5 — Barreiras de transporte para fornecimento da nanofarmaco tumoral em um microambiente

tumoral, incluindo fraca perfusdo de sangue, Matriz Extracelular Abundante (MEA) denso e

um grande numero de células estromais.
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2. OBJETIVOS

21. Geral

Desenvolver um nanorradiofarmaco para diagnéstico preciso e confirmatério
de cancer de glandulas salivares com nanoparticulas de 5-Fluorouracil marcado
com tecnécio metaestavel (®®"Tc) para diagndstico de cancer de glandulas

salivares(CGSs).

2.2. Objetivos Especificos

> Obter nanoparticulas poliméricas de PLGA utilizando 5-fluoracil como

farmaco primario

> Caracterizar nanoparticulas, avaliar a estabilidade de radiomarcacao

com Tecnécio-99m (**MTc)

> Avaliar in vitro e in vivo as nanoparticulas de 5-Fluorouracil marcadas

com ¥mTc,
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3. METODOS

3.1. Obtenc¢ao das nanoparticulas

O metodo utilizado no presente estudo, para a preparagao das nanoparticulas
foi a técnica da dupla emulsificagdo seguido pela evaporagao do solvente (59) (60).

Esse método é caracterizado por 4 etapas.

12 Etapa: Preparacido da emulsdo aqua/éleo (a/o);

Inicialmente, o poli(acido latico-co-acido glicélico) (PLGA, sigla em inglés)
que é um copolimero, dissolvido em diclorometano a temperatura ambiente. Esta
solugao foi vertida rapidamente em uma solugdo aquosa contendo PVA 0,2% e 20
mg (0,4 mL) de 5-FU (relagdo de 1:5) e emulsificada por sonicacdo durante 1

minutos a 55 W de poténcia.

2@ Etapa: Preparacdo da Emulsido Agua/Oleo/Agua (a/o/a);

A emulsificagao resultante (a/o), foi emulsificada novamente, adicionando-se
20 mL de uma solugcédo de PVA ( o que é ) 2% por sonicagao durante 5 minutos

(poténcia de 55W), resultando em uma dupla emulsdo de agua/dleo/agua (a/o/a).

32 Etapa: Evaporacdo do Solvente Organico;

O solvente organico foi rapidamente eliminado por evaporagao a vacuo a 37°
C no rotaevaporador sob vacuo a temperatura ambiente durante 40 minutos a 30

rpom para eliminagao do excesso do diclorometano.

42 Etapa: Retirada do Excesso de residuos;

As particulas foram entao recuperadas por ultracentrifugacado por 30 minutos
a 20.000 rpm. Ao final as nanoparticulas foram suspensas em agua purificada (2

vezes), obtendo assim as nanoparticulas de PLGA/PVA/5-FU.
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3.2 Radiomarcagao

A marcacdo das nanoparticulas de PLGA/PVA/5-FU, foi feita utilizando a
técnica de marcacado direta e adotando o cloreto estanoso(SnClz) com agente
redutor (61) (62)

O cloreto estanoso, foi utilizado como agente redutor na concentragéo de 30
Mg/mL, para isso, foi realizada a incubagdo, de 150 pL das nanoparticulas de
PLA/PVA/5FU em um tubo de ensaio com 150 pL da solugdo do agente redutor, por
10 minutos. Em seguida foi acrescentado 100 uCi de pertecnetato de sodio
(Na**mTcO4) e houve a incubagédo por mais de 10 minutos para a finalizagdo do

processo da marcacgao. (45) (63) (64)

3.2.1. Controle de qualidade do processo de marcagao de nanoparticulas com

tecnécio-99m (**™Tc)

Com o intuito de validar e comprovar a qualidade da marcacido supracitada,
foi realizada a cromatografia em papel (figura 8), utilizando como fase estacionaria
o papel Whatman n° 1 (o tamanho do papel utilizado foi de 14 cm de comprimento
por 1 cm de largura), e como fase mével a acetona (Sigma Aldrich). O papel
Whatman foi cortado em duas partes, afim de separar o topo da origem, assim a

leitura foi feita no contador gama (Perkin Elmer modelo Wizard® 2470).

Figura 6 — Fases (a-e) da cromatografia em papel, utilizada no controle de qualidade do processo de

radiomarcacdo do 5FU- %°™Tc.
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Legenda: llustracao da corrida do cromatografica em camada.
Fonte: (45)

Origem
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Figura 7 — Contador gama (Perkin Elmer modelo Wizard® 2470) utilizado na determinagéo da
contagem radioativa nos estudos cromatograficos e de biodistribuigao.

Fonte: (45)

O calculo do fator de retengao (Rf, sigla inglés) foi realizado com a medi¢ao
da distancia que a substancia se moveu ao longo da fita, em relagdo ao ponto de
partida (onde foi depositada a solugéo), dividida pela distancia deslocada pela
massa do solvente. A leitura da radioatividade absorvida em cada parte da fita,
proporciona a concentragao (%) radioquimica (51); (65); (66); (67).

Para Rf=0,

i contagem por minuto do segmento da origem da fita
contagem por minuto de toda a fita

E para Rf=1

§ contagem par minuto do segmento da frente da fita
contagem por mimito de toda a fita

3.3. Modelo de Xenoenxerto de Tumor

As células Caco-2 (adenocarcinoma) sao extraidas do adencarcinoma de

célon humano, a escolha desta linhagem em particular deve-se a sua alta
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agressividade e semelhanga com os tumores de glandulas salivares (American Type
Culture Collection, Manassas, VALLC) foram cultivadas em RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) (Gibco, Life Technologies, MD, EUA) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (FBS) (Gibco, Life Technologies, MD, USA)(Gibco, Life
technologies, MD, EUA). A contaminagao por micoplasma em células cultivadas foi
monitorizada usando kit de deteccdo Lonza Mycoplasma

Os tumores de glandulas salivares foram implantados por inje¢gdo subcutanea
de 2x108 de células Caco-2 no flanco direito de camundongos Balb/c nude (machos)
com seis semanas de idade. O tamanho do tumor foi monitorado durante 3 semanas
e medido com paquimetro. Os camundongos Balb/c nude foram criados nas
instalagdes para animais do Instituto de Pesquisa em Energia Nuclear (IPEN) e
todas as experiéncias obedeceram as leis relevantes e foram aprovadas pelos
comités locais de ética animal (anexo A). Os camundongos foram observados trés
vezes por semana para evidéncia de sofrimento, ascite, paralisia ou perda de peso

excessivo.

3.4. Estudo de biodistribuicao.

O estudo de biodistribuicdo é a etapa primordial para confirmagao do local
onde o radiotracador & captado. A caracteristica da distribuicdo dos radiofarmacos in
vivo € caracterizada por suas propriedades fisioldgicas nos tecidos onde sao
captados (68) (69). O intuito de acompanhar a rota da biodistribuicdo in vivo do
nanorradiofarmaco marcado, é poder visualizar, por imagem, a captagao individual
em cada 6rgao (45) (51) (68)

As nanoestruturas possuem biocompatibilidade com células e tecidos, devido
a composigdo quimica. Nao obstante, a insercdo de ligantes especificos na
superficie da nanoparticula, como moléculas bioativas, dotam o sistema de
direcionamento facilitado. (70) (42) (68)

As nanoparticulas ao adentrarem a corrente sanguinea sofrem diversas
biotransoformagdes pelo organismo, tais como, recobrimento por proteinas
plasmaticas, opsonizacdo e a ligacdo a células fagocitarias (neutréfilos e

macroéfagos) (71). Orgdos como figado, nédulos linfaticos e bago, possuem uma
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quantidade expressiva de fagdcitos mononucleares, assim as nanoparticulas ficam
em média, mais retidas nesses 6rgéos. (71) (72) (68).

Nanoparticulas com cargas negativas possuem tempo de depuragdo menor
comparado a nanoparticulas positivas ou neutras, da mesma forma, nanoparticulas
com copolimeros hidrofilicos, diminuem o reconhecimento do sistema imunolégico,
permitindo circulacdo das nanoparticulas no plasma num intervalo de tempo maior.
(72) (68) (45) (51)

A avaliacdo da biodistribuicdo das PLGA/PVA/5FU®*™Tc, foi realizada em
camundongos Balb/c nude machos, em 2 grupos: controle, utilizando camundongos
sadios (n=6), e induzidos, utilizando camundongos com tumor xenoenxertado (n=6).

As nanoparticulas de PLGA/PVA/5FU®™Tc foram injetadas pela rota
retroorbital, de modo a aproveitar-se do plexo orbital e do sistema cava para
distribuicao ubiquitaria do farmaco, em ambos os grupos em analise (73)

Apo6s duas horas, os camundongos foram eutanasiados em camara de gas de
diéxido de carbono e dissecados para a retirada dos 6rgédos, de acordo com
protocolo aprovado pelo comité de ética de estudo em animais (ANEXO A). A
atividade de cada 6rgao e no sangue foi determinada pelo contador gama (Perkin
Elmer modelo Wizard® 2470), em condi¢gbes eletrbnicas 6timas para a leitura do
radioisotopo %MTc. Os resultados foram expressos em dose por 6rgdo. Foram
avaliados: cérebro, pulmao direito, pulmdo esquerdo, estdmago, baco, intestino
delgado, intestino grosso, coracdo, rim direito, rim esquerdo, figado, sangue e a

lesdo (tumor xenoenxertado).

3.5. Eficiéncia de Encapsulamento (EE).

A quantificagcdo de farmacos associado a um sistema de nanoparticulas traz
dificuldade por seu tamanho reduzido. De acordo com SCHAFFAZICK e
colaboradores (2003) a técnica mais utilizada é a ultracentrifugacéo, nela o farmaco
livre presente na suspensdo é determinada pela concentracdo no sobrenadante
apos a centrifugacéo, por um sistema de diferenga. (74) (75)

A eficiéncia de encapsulamento pode ser influenciada por diversos fatores,
como caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, pH do meio, a natureza do

polimero e as caracteristicas da superficie das particulas. (75)
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Para determinacdo da quantidade efetiva de 5FU encapsulado, as amostras
foram analisadas por espectrofotometria, utilizando o espectofotémetro UV-VIS da
marca JASCO® modelo V-630.

A calibracdo foi feita com a amostra, foi utilizado 2,5 mL de PVA 2%
adicionado 7,5 mL de agua destilada como amostra branco. Em seguida, uma
solugdo estoque foi preparada com 20 pL da amostra (500 mg/10 mL) de 5FU
diluido em 10 mL de agua destilada. A partir da solugdo mae, foram diluidas para a
obtencéo de solugdes nas concentracdes de 40 uL, 60 uL, 80 uL, 100 pyL e 120 L,
de modo a se realizar a curva de calibragdo. A concentracdo de 5FU livre foi
determinada pela equagao da reta, por meio de uma curva padréo de concentragao
conhecidas (59). O calculo da eficiéncia de encapsulamento foi feito seguindo a
equacao abaixo:

Formula 1 — Equacao da reta.

y = 0,0823x — 0,0246 (1)

3.6. Caracterizagdao morfolégica e dimensional das nanoparticulas

Entre os diversos métodos para a caracterizacdo das nanoparticulas, a
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), é a técnica de caracterizagao
microestrutural mais completa, devido a sua versatilidade. (76) (77). As amostras
foram analisadas no MEV (marca HITACHI, modelo TM3000). Obtendo-se
micrografias com o aumento de 100.000 vezes, que forneceram informacdes sobre a

morfologia do tamanho e superficie das nanoparticulas.

3.6.1. Espalhamento de luz dindmico e poténcia Zeta.

A deteccao de dispersao de luz da matéria € uma técnica util com aplicacbes
em inumeras areas cientificas. A amostra é exposta a uma onda de luz
monocromatica e um detector apropriado para detectar o sinal. O método de

espalhamento de luz dinamico (DLS) permite a determinagcdo do diametro
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hidrodinAmico (DH) das particulas em suspensao pelo espalhamento de luz em
decorréncia do movimento Browniano das particulas. Quando a particula é dispersa
em um meio liquido uma camada de solvatagdo € produzida na superficie (Figura
10). O DH inclui essa camada de solvatagédo o que faz com que esse dado possa ser
comparado com a técnica de microscopia, que mede o diametro das particulas
secas. (78).

Este método oferece também informagdes sobre a distribuicdo das
populacdes de tamanhos das particulas analisadas pela técnica do indice de
polidispersividade (Pdl), que demonstra o tamanho da amostra relativo a sua
distribuicdo por intengsidade. O valor de referéncia tem uma variagédo de 0 a 1,
inversamente proporcional, quanto menor o valor, maior a monodispersao e
consequentemente, menor a heterogeneidade da amostra (79) (78).

As medidas foram realizadas no instrumento ZetaSizer Nano ZS no
Laboratorio de Desenvolvimento Galénico (LADEG), da Faculdade de Farmacia, na

UFRJ.

Figura 8 — Esquema representativo das particulas em solugdo, para
elucidagao das medidas de diametro.
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3.7. Tomografia computadorizada por emissao de feixe unico

Aproximadamente 4 semanas apds a inoculagdo, os tumores atiginram um
volume de 0,3-0,6 cm3. No dia do experimento, foram injetados 37 MBq de
nanoparticulas de 5-FU-*"Tc pela veia lateral caudal. Apds 2 horas, foi realizado a
experiéncia de imagem pds-injecdo em um sistema de imagem Albira Micro
SPECT/TC (Bruker Biospin Corporation, Woodbridge, CT, EUA). As imagens
microSPECT/CT foram adquiridas sob anestesia geral (isoflurano/Oz2) e aquecimento
a 37° C. os dados da tomografia computadorizada de emissdo de foto unico
(SPECT) para cada rato foram gravados através de verrreduras estaticas (uma
varredura SPECT de 40 min (FOV 80 mm), seguida de TC 10 min (FOV 80 mm, 35
kV, 400 pA). As varreduras microSPECT/TC foram reconstruidas com o software
Albira (Bruker Biospin Corporation, Woodbridge, CT, EUA) com algoritimo de
maximizacao de expectativa de subconjuntos (OSEM) e algoritimos de projecao
filtrada (FBP), para SPECT e CT, respectivamente, e as imagem foram processadas

com o software PMOD (PMOD Technologies, Zurick, CH).

Figura 9 — Metodologia da técnica da injegdo da nanoparticula.
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Legenda: llustragédo da técnica da metodologia da injecdo das nanoparticulas
Fonte: Adaptad0 (40)
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3.7.1. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizada usando o software Origin Pro 8
(OriginLab, EUA), e os resultados s&o apresentados como meédias + desvio padrao

(SD). P-valores inferiores a 0,05 foram considerados significativos.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Obtencao das nanoparticulas

As nanoparticulas de PLGA/PVA/5-FU foram obtidas de modo efetivo pelo
método de dupla emulsificagdo seguido de evaporagao do solvente, na analise de
biodistribuicdo de farmacos, as caracteristicas morfoldgicas, tais como tamanho,
forma, estrutura e integridade sao fundamentais por estarem diretamente

relacionadas com sua eficacia in vivo e in vitro, sendo essenciais a serem avaliadas.

O tamanho de 208-320 nm € de interesse, para atravessar as fenestragdes
tumorais de glandulas salivares, que fenestra¢cdes apresentam maiores de 200 nm.
(80) (56). Assim, a nanoparticula tem tamanho ideal para o efeito EPR,

concentrando-se em um nivel mais superficial.

As imagens topograficas do MEV das nanoparticulas de PLGA/PVA/5FU
mostraram alto grau de homogeneidade na forma esférica e distribuicdo do tamanho
médio na faixa de 208 — 320 nm (Figura 11), comprovando que a técnica utilizada no
presente estudo para a producao das nanoparticulas de 5FU por dupla emulsificagcao

conseguiu resultados eficientes.

O tamanho adquirido € vantajoso para que ocorra o efeito EPR nas células
tumorais, em especial em tumores sélidos, como no caso supracitado no presente
estudo (9) (55) (81). As nanoparticulas foram produzidas com esse tamanho, afim de
se ligarem as células tumorais das glandulas salivares, que sdo mais superficiais

quando comparadas as células dos tecidos sadios.
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Figura 10 — Imagem da nanoparticulas de PLGA/PVA/5FU no aumento de 100.000
vezes no MEV.

PLGA 2016/11/28 0953 N D39 x1.0k 100um

Legenda: A imagem mostra as imagens de nanoparticulas com uma conformagao ideial.

Fonte: Laboratério de nanorradiofarmacos em parceriea com Laboratério de Desenvolvimento
Galénico

Essa faixa de tamanho das nanoparticulas proporciona uma maior
impregnagcdo focos tumorais, em especial nas regides apicais. Sendo assim, as
nanoparticulas conseguem, apdés se acumularem, adentrar pelas fenestragcbes mais
largas dos neovasos dos tumores sodlidos, por uma diferenga de gradiente
(movimento passivo) e uma vez no interior das fenestracbes as mesmas ficam
retidas, visto que o movimento inverso é dificultado pelo desarranjo estrutural dos
neovasos. Logo, o resultado esperado € um acumulo das nanoparticulas no tumor

com pouco ou nenhum acumulo nos tecidos sadios. (42)
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Nao obstante nao foi verificado a formagao de aglomerados, que podem ser
prejudiciais pois, com a formacado de aglomerados, o seu tamanho fica aumentado
havendo a retengdo de nanoparticulas em 6rgédos excretores como o figado. A
dispersdo dos aglomerados impede a formagdo de Compartimentos Conectados a
Superficie (SCC, sigla em inglés), podendo assim ser prejudicial em relagdo a

absor¢ao da nanoparticula (82).

Utilizando a metodologia de Patricio e colaboradores 2012, (figura 12), os
valores obtidos do diametro médio (DLS) das nanoparticulas foram de 208 nm + 1,7
e um indice de polidispersao < 0,1, corroborando a monodispersao, caracterizado
pela distribuicdo de tamanho em uma faixa homogénea e com perfil hidrodinamico
compativel com a rota de aplicagdo (Figura 13). Esse valor de PDI, associado a

forma do nanosistema desenvolvido, contribuem para sua aplicagdo clinica

facilitada.
Figura 11 - Caracterizagdo de espalhamento de luz dinamico (DLS)
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Legenda: Curva de relagdo do tamanho em relagéo ao volume.

Fonte: Laboratério de nanorradiofarmacos em parceria com o Laboratério de
Desenvolvimento Galénico
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4.2. Marcacgio das nanoparticulas com Tecnécio-99m (*°*™Tc)

4.2.1. Controle de qualidade do processo de marcacdo das nanoparticulas

com Tecnécio-99m (°°mTc¢)

Os dados mostrados na Tabela 1, demonstram que as nanoparticulas de
PLGA/PGA/5FU foram marcadas com %°™Tc com um rendimento de 96,80 %. A
literatura preconiza que uma boa radiomarcagdo deve apresentar rendimento
superior a 90% (MAIOLI, LUCINIANI, et al., 2017; RASHEED, NAQVI, et al., 2017).
Assim, o processo aqui descrito encontra-se alinhado com os parametros

internacionais de qualidade de marcagéo utilizando o *™Tc.

Tabela 1 — Contagem dos pedagos da fita no contador gama com as
respectivas porcentagens em cada pedaco.

12 Rota 22 Rota 32 Rota 42 Rota
Parte da fita
10 minutos 60 minutos 120 minutos 240 minutos
Topo 3,99 2,68 1,53 4,59
Origem 96,01 97,32 98,47 95,41
Total 100 100 100 100

4.3. Biodistribuicao da Nanoparticula.

O estudo de biositribuicdo das nanoparticulas de PVA/PLGA/5FU-°*"Tc, foi
realizado pelo a técnica de dissecagdo animal e extragdo dos orgéos para contagem
da radiacdo em contador gama. Assim determinou-se a porcentagem de dose
absorvida por cada 6rgao, gerando graficos Dose X Orgao para os diferentes 6rgaos

e inferindo-se a sua capatagao (45).
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Grafico 1 — Relacdo de dose nos 6rgéos (%) considerando a absor¢do em figado e bago, das
nanoparticulas de PVA/PLGA/5FU-*"Tc apds 2 horas de administragdo caudal em relacdo a dose

injetado em cada 6rgéo.

Relacdo dose/orgao

40,00
30,00

Fonte: Experimento realizado no laboratério LABNAN.

Os valores referentes para a figado 93% e bago 10,78% sao consistentes
com a literatura sobre o tema, em especial o seu alto reconhecimento por esses dois
orgaos. De fato a captacao tanto pelo figado quanto pelo bago sdo problemas que
afligem a comunidade que atua na area de nanomedicina, por representar muitas
vezes um grande limitador da sua aplicagdo pratica (83). Esta capatgdo ocorre
devido ao sistema fagocitario mononuclear que por meio das células de de Kupffer
no figado e macréfagos no bagco reconhecem as nanoparticulas como corpos

estranhos e as retiras de circulagéo, levando-as para esses 6rgaos (84).
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Grafico 2 — Relagédo de dose nos 6rgdos (%) ndo considerando a absor¢do em figado e bago das
nanoparticulas de PVA/PLGA/5FU-*"T¢c apds 2 horas de administragdo caudal em relagdo a dose

injetado em cada 6rgéo.

Relag¢dao dose/orgdo

Fonte: Experimento realizado no laboratério LABNAN.

A nanoparticula PVA/PLGA/5FU-°"Tc apresentou um baixa capatgdo no
tecido cardiaco 0,11%, representando uma grande vantagem, visto que o farmaco
tradicional, ou seja, o 5-fluoracil ndo encapsulado apresenta cardiotoxicidade. Essa
cardiotoxicidade se apresenta por meio de vasopasmo coronariano, trombose
coronariana, cardiomiopatia, ataque cardiaco subito e morte cardiaca, em uma
proporcdo de 11/1000 em pacientes sem histéria de cardiopatia. A cardiotoxicidade
€ mediada pelo efeito direto de proteina quinase C na camada muscular do vaso,
assim como pela interferéncia dos mecanismos do 6xido nitroso (85). Desse modo,
uma baixa capatgdo pelo tecido cardiaco representa importante aspecto
farmacodindmico e uma melhora farmacoldgica no sistema PVA/PLGA/5FU-*"Tc
frente ao farmaco tradicional, o que por si so ja justifica seu uso.

Foi observado que o cérebro apresentou uma baixa captacdo do sistema
PVA/PLGA/5FU-*"Tc 0,94%, estando de acordo com medicamentos radioativos
devem apresentar baixa capatagdo cerebral (<60Gy) (86), assim como baixa
perfusdo pela barreira hematoencefalica, de modo a proteger o tecido cerebral do
excesso de radiacdo. No caso em tela, o nanorradiofarmaco obtido apresentou um
taxa de dose muito inferior a 60 Gy, sendo considerado seguro para uso. Um outro

ponto importante, referente a capatacdo cerebral observado pelo sistema
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PVA/PLGA/5FU-**"Tc é que embora tenha apresentado uma baixa captacéo,
houve, ainda que discreta, uma permeacao pela barreira hematoencefalica. Esse
fato por si sd, representa importante avanco tecno-farmacologico do sistema, pois o
principal sitio metastatico dos tumores de glandulas salivares, é na regido perineural
e baso-cranial (31). Assim, o sistema ja apresenta um dupla funcionalizagédo
podendo ser pensado no uso, como adjuvante, na terapia em caso de metastase.

O rim é orgao responsavel pela filtragdo sanguinea (sangue circulante) e
representa importante orgdo responsavel pelos aspectos de seguranga no uso de
nanoparticulas. Assim, todo sistema nanoestraturado deve ser planejado, de modo a
permitir sua excrecdo renal. As nanoparticulas, apds passar pelo endotélio
fenestrado (com poros de 70-100 nm), devem passar através da membrana basal
glomerular, uma camada grossa de matriz extracelular que fica entre o endotélio
capilar e os podécitos, que permitem a depuragao de particulas de 2-8 nm (87). De
acordo com os dados de captacao nos rins de 0,52% no rim direito € 1,17% no rim
esquerdo, é possivel inferir que o sistema PVA/PLGA/5FU-°"Tc apresenta liberagdo
renal. Embora tenha um tamanho superior a 100nm, o sistema PVA/PLGA/5FU-
9MTc possui tamanho médio entre 208-320nm, sua captagao renal é progndstico de
liberagdo renal, sendo tal fato & explicado pela passagem logitudinal das
nanoparticulas pelas fenestragcdes capilares do endotélio renal, que permitem
passagem de estrturas entre 100-500nm (88). Assim, a capatacdo renal representa
importante aspecto de segurangca e demonstra que o sistema possui um alto
clearence renal (88).

A captagcdo pelos pulmdes de 1,177% e 1,91%, no direito e esquerdo,
respectivamente ndo pode ser negligenciada. O epitélio alveolar é constituido por
dois tipos de células epiteliais: alveolares do tipo Il cuboidal (ATIl) e alveolares do
tipo | achatadas (ATI). Embora as células ATIl superem em numero as células ATI
em uma proporcgéo 2: 1, as células ATl cobrem mais de 95% da superficie alveolar
(89). Particulas nanométricas podem néao ser reconhecidas pelos macroéfagos e, em
vez disso, podem ser internalizadas pelo epitélio alveolar (25). Uma vez
depositadas, as particulas interagem com surfactantes pulmonares e s&o
deslocadas por forcas molhantes na hipéfase aquosa, onde ocorre a interagdo com
células pulmonares. Em seguida, as particulas podem ser eliminadas através de
fagocitose por macréfagos ou através da depuragdo mucociliar dentro das vias

aéreas condutoras ou por meio de translocagao através da barreira do tecido ar-
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sangue nas regidoes mais periféricas (90) (91) (92) . Assim, por ter sido usado na
formulacdo um concentragdo consideravel de surfactante, acredita-se que a
presenca do mesmo pode ter facilitado a interacdo com as forcas de hipofase e

assim auxiliado na captacédo pulmonar.

Eficiéncia de Encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento foi determinada de acordo com os dados da
espectofotometria, ou seja, apos a centrifugacdo da solugdo das nanoparticulas,
descrito no item supracitado, foi adicionado na solugao inicial 20 pL até que fossem
obtidos 7 pontos, para a formagdo da curva de calibragdo das concentragdes
conhecidas (40 uL, 60 pL, 80 uL, 100 uL e 120 pL) de 5-FU (Figura 14).

O valor obtido foi de 87,6% de encapsulamento, a média da curvas analiticas
de 5FU, pode ser visualizada na figura 14. O coeficientes de correlagao (r) das
curvas apresentaram valor acima de 0,99. Demonstrando a boa relagdo entre os

pontos com poucas divergéncias analiticas.

Figura 12 — Curva de calibragéo obtida através de dados da espectofotometria colocados em

fungao da reta mostrando a variagdo da concentragao do 5-FU.
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Fonte: Experimento realizado no laboratério LABNAN.
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44. Tomografia computadorizada por emisséao de feixe unico

A figura 14 evidencia a presenca da patologia, evidenciando o tumor apods a

inoculagédo conforme descrito na parte de métodos.

Figura 13 - Imagem por Tomografia Computadorizada de Rato Induzido com
Adenocarcinoma, a fim de identificar corretamente a localizagao do tumo

Legenda — Imagem evidenciando a localizagao do cancer de glandula salivar induzido por via caudal,
notificado pela seta.
Fonte: Experimento realizado no laboratério LABNAN.

A figura 13 € possivel observar que, apés um perido de inje¢do de 2 horas do
sistema PVA/PLGA/5FU-*¥"Tc ocorreu um alto acumulo na regido alvo (tumor
xenoenxertado), confirmado que as nanoparticulas podem ser usadas como agente
de imagem para cancer de glandula salivar, inclusive de de glandulas salivares (93).
E possivel observar ainda o alto acimulo hepatico, conforme descrito no item da

biodistribuicio.
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A figura 14 — Imagem tomografica mostrando a ligacao das nanoparticulas no tumor e ligagéo
no figado apds 2 horas da administragao.

Legenda: Imagem por Tomografia por Emissdo de Fotones Unico, juntamente com Tomografia
Computadorizada de Rato Induzido com tumor de glandula salivar utilizando nanoparticulas de 5

fluoracil marcadas com 99mTc apds 2 horas de injecéo.
Fonte: Experimento realizado no laboratério LABNAN.
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CONCLUSAO

A nanomedicina desponta como uma grande utilidade, devido a capacidade
de proporcionar um atendimento cada vez mais personalizado e individualizado,
através da evolugao da técnica de diagnostico moleculare para a detecgéo precoce
da doencga, no que diz respeito ao controle e terapia pos diagndstico. Em relagao
isso, com o uso de biomoléculas marcadas com alta especificidade por um 6rgéo ou
receptor especifico, possibilitam a obtengdo de imagens de diagndsticos excelentes
dos sitios que expressam os receptores com especificidade para a biomolécula,
diminuindo a captacao e exposicdo de outros 6rgaos. Nessa conjuntura, o presente
trabalho demonstrou que o método utilizada de dupla emulsificagdo utilizado para a
producdo das nanoparticulas foi extremamente eficaz. Foram caracterizadas por
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), demonstrando uma dispersao de
tamanho na faixa de 180 a 220 nm, sendo uma faixa ideal para a penetracdo no
microambiente tumoral, através do Efeito de Permeabilidade e Retengcdo (EPR). A
marcacgdo, utilizam o método direto com °¥™Tc, apresentou rendimento superior a
90%, possibilitando o estudo de biodistribuicdo em ratos sadios com nanoparticulas
de PLGA/PVA/5FU-%9"T¢ para prognostico do comportamento bioldgico. Portanto, a
biodistribuicdo associada com a microscopia eletrdnica de varredura e estudos
toxicologicos, fornece uma visdo promissora e ampliada do comportamento da
nanoparticulas in vivo. Em outras palavras, o estudo foi essencial para pesquisa pré-
clinica de novos nanorradiofarmacos com o desejo de utilizagao clinica futuramente,

para o diagnéstico do cancer de glandulas salivares.
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Oficio n® 606/13

Da Comiss3o de Elica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof Ralph Santos Oliveira
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Centro Universitario Estadual da Zona Oeste

Processo n® 23078.020578/2013-27

Os membros da Comiss3o de Etica no Uso de Animais do Centro de Cidncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa infitulado, *Desenvolvimento de Manorradiofirmacos.”

Coneluimos que o8 procedimentos descritos para a utilizagio experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagiio Animal e com as nommas inlemacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo
adatadas como critérios de avallagio € julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da guestdo do uso de animais para fins
cientificos & didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favordvel acs protocalos experimentais a
serem realizados.

Uragem dos animais: Biotério: Animais: mius Atenciosamente,

Linhagem; Wistar, Idade: 10 semanas: Peso: 1E-D-

I:!I:IEI dias; Sexo. machos & fémeas: N° iotal da %ﬁ %
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