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RESUMO

A caracterizagao fisico-quimica de lipossomas pH-sensiveis convencionais e de
longa circulagdo (DOPE/CHEMS e aPEGyp00-DSPE ou mPEG2000-DSPE/DOPE/
CHEMS, respectivamente) bem como de lipossomas néao-pH-sensiveis
convencionais e de longa circulagdo (DOPC/COL e aPEG2000-DSPE ou mPEG200-
DSPE/DOPC/COL ou mPEG2000-DSPE/HSPC/COL, respectivamente) mostrou
diametro médio das vesiculas compreendido entre 99,8 nm e 124,3 nm,
apresentando boa homogeneidade (indice de polidispersao < 0,25). O potencial zeta
foi negativo para todas as preparagoes, exceto para os lipossomas modificados com
aPEG2000-DSPE, os quais apresentaram potencial zeta positivo. As imagens de
microscopia de forca atdbmica mostraram que os lipossomas pH-sensiveis
convencionais sao propensos a agregagdo das vesiculas. Estudos in vitro da
interacao do sistema complemento com os lipossomas foram realizados em soro de
rato usando um ensaio hemolitico. Os lipossomas nao-pH-sensiveis convencionais e
de longa circulagdo ativaram o sistema complemento enquanto os lipossomas pH-
sensiveis convencionais e de longa circulagdo mostraram ser menos ativadores do
complemento. Estudos de biodistribuicdo e imagens cintilograficas foram realizados
para avaliar a habilidade de lipossomas pH-sensiveis de longa circulagéao,
constituidos por mMPEG2000-DSPE/DOPE/CHEMS, e marcados com tecnécio-99m
(**™Tc) para identificar sitios de inflamacdo e infecgdo em modelos experimentais.
Lipossomas pH-sensiveis de longa circulagdo contendo glutationa foram marcados
com %*"Tc-Hexametilpropileno amino oxima (**"Tc-HMPAO). Os lipossomas pH-
sensiveis de longa circulagdo radiomarcados (**"Tc-LpHS) foram administrados por
via intravenosa em ratos e camundongos ap6és indugéo dos processos inflamatorio e
infeccioso, respectivamente. Nos estudos de biodistribuicido os animais foram
sacrificados em intervalos de tempos pré-estabelecidos e os tecidos removidos para
determinacao da radioatividade em um cintilador de pogo. As imagens cintilograficas
foram obtidas em diferentes tempos apos administracdo intravenosa dos **"Tc-
LpHS. Os ®™Tc-LpHS foram significativamente captados pelos érgdos do sistema
fagocitario mononuclear (baco e figado). Além disso, a captacdo dos **"Tc-LpHS no
foco inflamatdrio e no abscesso foi significativamente maior quando comparada aos

respectivos controles (p<0,05) e as lesbes foram visualizadas nas imagens



cintilograficas em 30 minutos apds injecéo dos ®™Tc-LpHS. A relagdo alvo/ndo-alvo
da radioatividade contada nas regides de interesse foi superior a 1,5 para todos os
tempos investigados. Esses resultados indicam que os 9MTc-LpHS apresentam alto
tropismo para regides inflamadas e infectadas e podem ser uteis como um

radiofarmaco para auxiliar no diagnéstico de processos inflamatérios e infecciosos.

Palavras-chave: lipossomas pH-sensiveis, tecnécio-99m, inflamacao, infeccéo,

cintilografia, sistema complemento.



ABSTRACT

Physicochemical characterization of conventional and long-circulating pH-sensitive
liposomes (DOPE/CHEMS and aPEG2000-DSPE or mPEG2000-DSPE/DOPE/CHEMS,
respectively) as well as conventional and long-circulating non-pH-sensitive liposomes
(DOPC/COL and aPEG2p00-DSPE or mPEG2000-DSPE/DOPC/COL, or mPEGzg00-
DSPE/HSPC/COL, respectively) showed mean diameter vesicles between 99.8nm
and 124,3nm, presenting good homogeneity (polydispersity index < 0,25). The zeta
potential was negative in all liposomes preparations, except in liposomes modified
with aPEG2000-DSPE, which presented a positive zeta potential. Atomic force
microscopy images showed that conventional pH-sensitive liposomes are prone to
aggregation of vesicles. In vitro studies of the interaction of the complement system
with the liposomes were performed using a hemolytic assay in rat serum. The non-
pH-sensitive liposomes activated the complement system while pH-sensitive
liposomes shown to be poor activators of complement in rat serum. Studies of
biodistribution and scintigraphic imaging were performed to evaluate the ability of
long-circulating pH-sensitive liposomes composed of MPEG2000-
DSPE/DOPE/CHEMS and labeled with technetium-99m (*™Tc) to identify
inflammatory and infectious sites in experimental models. Preformed glutathione-
containing long-circulating pH-sensitive liposomes were labeled with **"Tc-
Hexamethylpropyleneamine oxime (**"Tc-HMPAO). The radiolabeled long-circulating
pH-sensitive liposomes (gngc-SpHL) were administered intravenously after
inflammatory and infectious foci were induced in rats and mice, respectively. In the
biodristribution studies, the animals were killed at pre-established time intervals, and
tissues were removed and analyzed for ™ Tc content using an automatic scintillation
apparatus. Scintigraphic imaging was performed at different times after injection of
9MTc-SpHL. A significantly amount of *™Tc-SpHL was taken up by organs of the
mononuclear phagocyte system (spleen and liver). Moreover, the *™Tc-SpHL uptake
was significantly higher in the inflamed and infected regions when compared to the
respective controls (p<0.05), and the lesions could be visualized scintigraphically at
30 minutes after injection. The ratio of the target/no-target radioactivity counts was

superior to 1.5 at all times investigated. This result indicates that the *™Tc-SpHL



presents a high tropism for inflammation and infection sites and may be useful as a

radiopharmaceutical to identify these foci.

Key words: pH-sensitive liposomes, technetium-99m, inflammation, infection,

scintigraphy, complement system.
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INTRODUGAO

O diagndstico rapido e preciso de processos inflamatérios e infecciosos pode
diminuir o curso dessas doencgas, reduzir a morbidade e a mortalidade, o tempo de
hospitalizagdo e o custo total do tratamento. Na perspectiva da saude publica pode,
também, reduzir o uso inadequado de antibidticos no tratamento. Além disso, a
localizac&o precisa das lesdes pode ser util na orientagcdo de procedimentos de
bidpsia e, ainda, alterar substancialmente o plano de tratamento (DUMAREY et al.,
2006). Nesse sentido, a medicina nuclear é de grande importancia uma vez que os
métodos cintilograficos detectam alteragdes fisioldgicas e patoldgicas, permitindo o
diagndstico de uma lesao inflamatdria/infecciosa no estagio inicial bem como a sua
localizagdo e natureza (BOERMAN et al.,, 2001; CORSTENS e VAN DER MEER,
1999; RENNEN et al., 2001).

Atualmente, para a deteccao cintilografica de processos inflamatérios/infecciosos em
pacientes, os radiotragadores mais comumente utilizados sédo o Citrato marcado com
Galio-67 (*’Ga-Citrato) e os leucdcitos marcados com Tecnécio-99m (**™Tc)-
Hexametilpropileno amino oxima (HMPAOQO). Entretanto, esses radiofarmacos
apresentam alguns inconvenientes, tais como riscos de contaminagdo do
manipulador, tempo de preparo prolongado e trabalhoso, baixa especificidade e alta
dose de exposigao. Por isso, existe uma investigagdo continua na busca de novos e
melhores radiofarmacos que possibilitem auxiliar no diagndstico de processos
inflamatdrios e infecciosos com maior sensibilidade, especificidade e acuracia além
de facilidade e seguranga no seu manuseio (BOERMAN et al., 2001; LOVE e
PALESTRO, 2004; PHILLIPS, 1998; RENNEN et al., 2001; STORM et al., 1998;
VAN EERD et al., 2005).

A potencialidade do uso de lipossomas para a liberacao direcionada de farmacos e
agentes de diagnostico foi vislumbrada logo apos sua descoberta por Bangham na
década de 60 (PHILLIPS, 1999). Os lipossomas sédo pequenas vesiculas consistindo
de uma ou mais bicamadas lipidicas que envolvem um pequeno espaco aquoso e

sdao formados espontaneamente quando fosfolipides s&o suspensos em meio
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aquoso (ANSEL et al., 2000). O desenvolvimento de lipossomas revestidos com o
polimero hidrofilico polietilenoglicol (PEG), também conhecidos como lipossomas de
longa circulagdo, ampliou muito a aplicagéo dessas preparagdes (LAVERMAN et al.,
2000).

A utilizagdo de lipossomas em medicina nuclear requer a sua marcagao com um
radionuclideo emissor de radiagdo gama, preferencialmente o MTc. Diferentes
métodos para marcar lipossomas com radioisétopos foram desenvolvidos, dentre os
quais se destacam aqueles que utilizam a incorporacao de quelantes na bicamada
dos lipossomas ou o transporte do radioisétopo através da bicamada para o

compartimento aquoso sendo, assim, encapsulado (BOERMAN et al., 2000).

Estudos em diferentes modelos experimentais tém demonstrado a habilidade de
lipossomas radiomarcados de se acumularem em focos inflamatoérios e infecciosos,
permitindo a sua identificacdo por meio de imagens cintilograficas (BOERMAN et al.,
2000, 2001; OYEN et al., 1996,).

As avaliagbes clinicas indicaram que os %*™Tc-lipossomas de longa circulagdo
podem constituir-se em um novo radiofarmaco para identificacdo de focos de
inflamacéao e infecgdo pelo método cintilografico. Entretanto, a ocorréncia de efeitos
adversos em alguns pacientes, expressos como reagdes de hipersensibilidade e
atribuidos a ativacdo do sistema complemento, tém impedido a sua utilizacdo na
pratica clinica (BOERMAN et al., 2000; BROUWERS et al., 2000; DAMS et al.,
2000p; MOGHIMI e SZEBENI, 2003).

Varias caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomas tém sido descritas como
responsaveis pela inducado da ativacdo do sistema complemento pelas vias classica
e alternativa, com os consequentes efeitos relacionados a aceleragdo da depuragao
e aos efeitos adversos observados apds injecdo de preparagdes lipossomais
(AWASTHI et al., 2003; DEVINE e BRADLEY, 1998; MOGHIMI e SZEBENI, 2003;
NAGAYASU et al., 1999; SZEBENI, 2005).

Os lipossomas pH-sensiveis tém sido estudados como uma estratégia para liberagcao

intracelular de drogas em tecidos patoldgicos, tais como em areas inflamadas ou
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infectadas, os quais apresentam menor pH em relacdo aos tecidos normais
(SIMOES et al., 2004). Assim, esses lipossomas apresentam potencial aplicagéo

como carreadores de agentes de imagem para diagndéstico de inflamacgao/infecgéo.

No presente trabalho foi realizada a caracterizagao fisico-quimica de lipossomas pH-
sensiveis convencionais e de longa circulagdo bem como de lipossomas nao-pH-
sensiveis convencionais e de longa circulagdo. Foi avaliada, pela primeira vez, a
potencialidade de aplicagdo dos lipossomas pH-sensiveis de longa circulagao
marcados com **"Tc-HMPAO como radiofarmaco para identificacdo, por
cintilografia, de focos inflamatdrios e infecciosos em modelos experimentais. Tendo
em vista que a utilizacdo pratica desse radiotracador poderia ficar comprometida
devido a interagdo com componentes do complemento e consequente indugao dos
efeitos adversos, como descrito em estudos anteriores, foram realizados estudos in
vitro da interacdo do sistema complemento com lipossomas pH-sensiveis
convencionais e de longa circulagdo bem como com lipossomas nao-pH-sensiveis
convencionais e de longa circulagdo. Como controle positivo desse estudo foi usado
uma formulagdo de lipossomas cuja capacidade de induzir reacdes de

hipersensibilidade apds sua administragcdo € amplamente relatada.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 INFLAMAGAO E INFECGAO

1.1 Aspectos Fisiopatologicos da Inflamagao/Infecgao

As doencgas caracterizadas por inflamagao sao importantes causa de morbidade e
mortalidade do homem e, por isso, 0os processos envolvidos nos mecanismos de
defesa dessas doengas bem como os métodos que auxiliem no seu diagnostico
foram e continuam sendo objeto de muitos estudos experimentais (CIRINO, 1998;
DUMAREY et al., 2006; LOVE e PALESTRO, 2004).

Inflamagdo € um processo bioquimico e celular que ocorre em tecidos
vascularizados como uma reagdo do organismo a algum tipo de agente agressor,
enquanto que a infecgdo caracteriza-se pela invasdao e multiplicagdo de
microrganismos nos tecidos. As lesdes celulares podem ser causadas por traumas,
privagdo de oxigénio ou nutrientes, defeitos genéticos ou imunoldgicos, agentes
quimicos, microrganismos, temperaturas extremas, particulas estranhas ou radiagéo
ionizante (ROTE, 1998; VAN DER LAKEN et al., 1998). Pode ocorrer infecgdo sem
inflamacéao, por exemplo, no caso de pacientes imunodeprimidos. Por outro lado,
pode ocorrer inflamagao sem infeccdo quando a lesao do tecido ndo esta associada
a invasao de microrganismos, mas provocada por outro estimulo. Em resposta a
lesdo do tecido, varios mecanismos de defesa envolvendo células (leucdcitos) e
proteinas plasmaticas (opsoninas, anticorpos, fatores do complemento) sao
ativados. Posteriormente, uma complexa variedade de mediadores vasoativos e
quimiotaticos esta envolvida neste processo. Esses mediadores sao moléculas
geradas no foco da inflamagao/infecgdo e amplificam a resposta local pelo
recrutamento de células e componentes plasmaticos do sangue. A vasodilatagéo e a
permeabilidade endotelial aumentada sdo induzidas para facilitar o extravasamento
de proteinas e células (RENNEN et al., 2001; VAN DER LAKEN et al., 1998).
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Descritos desde a antiguidade, os sinais e sintomas da inflamacgao incluem eritema
(rubor), edema, calor, dor e perda da funcao. As alteragdes a nivel celular envolvem
uma série de eventos na microcirculagédo (arteriolas, capilares e vénulas) da area
lesada, com aumentada permeabilidade vascular, exsudacao de fluidos incluindo as
proteinas plasmaticas, e migragao de leucdcitos para o sitio da lesdo (CIRINO, 1998;
ROTE, 1998).

A inflamagcdo pode ser aguda ou crénica. Inflamagédo aguda é a resposta inicial e
imediata do organismo a um agente que causa a lesao tecidual, apresentando uma
duracao relativamente curta (minutos, algumas horas ou poucos dias). Uma vez que
os dois maiores componentes defensivos (anticorpos e leucocitos) sdo normalmente
carreados no sistema circulatério é de se esperar que o fenbmeno vascular exerca
papel fundamental na inflamagdo aguda, sendo caracterizado por: alteragdes no
calibre vascular que levam ao aumento do fluxo sanguineo no local; alteragdes
estruturais na  microvasculatura, aumentando sua permeabilidade e,
consequentemente, permitindo que proteinas plasmaticas e leucdcitos deixem a
circulagao; migracao de leucdcitos, predominantemente neutréfilos, e seu acumulo
na area afetada (quimiotaxia) (COLLINS, 1999).

A inflamacgado crénica é frequentemente definida como uma inflamacéo de longa
duragao, presente por semanas ou meses. Ela pode ser precedida de uma fase
aguda ou pode iniciar-se como um processo insidioso ou subclinico. A caracteristica
da resposta celular no processo inflamatorio crénico é diferente do processo agudo,
estando associada histologicamente a presenga de células predominantemente
mononucleares (linfécitos, monécitos e macréfagos), com a proliferagédo de vasos
sanguineos, fibrose e necrose de tecidos (COLLINS, 1999; RENNEN et al., 2001;
VAN DER LAKEN et al., 1998).

1.2 Diagnéstico de Inflamacao/Infecgao por Cintilografia

A identificagcdo e a localizacdo precoce de focos infecciosos e inflamatérios sao

fatores importantes para o tratamento adequado de pacientes com suspeita ou

portadores desses processos (VAN EERD, 2005). Embora, em alguns casos, o
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diagnodstico seja 6ébvio com base na histdria clinica e exame fisico do paciente, em
outros se torna mais dificil pela auséncia de sintomas ou por esses ndo serem
especificos. O diagndstico de uma lesdo inflamatdria no estagio inicial, a sua
localizacdo e natureza tém relevantes consequéncias na pratica clinica uma vez que
possibilita iniciar, precocemente, a intervencao terapéutica especifica e monitorar
sua eficacia, além de prevenir outras complicagdes decorrentes do processo
inflamatorio (CHIANELLI et al., 1997; RENNEN et al., 2005; SIGNORE et al., 2002).

Os processos de inflamagdo e infeccdo podem ser detectados por técnicas
radiolégicas como tomografia computadorizada, imagens de ressonancia magnética
e ultra-sonografia. Entretanto, essas técnicas s&o dependentes de alteragdes
anatdmicas, nao discriminando processos inflamatorios ou infecciosos ativos de
alteragdes anatdmicas devido a processos curados ou remanescentes de cirurgias.
Além disso, elas ndo sdo capazes de auxiliar no diagndstico das doencgas
inflamatérias ou infecciosas na fase inicial de desenvolvimento, quando alteracdes
anatdmicas ainda nao estdo presentes e fornecem informacdes de apenas uma
parte do corpo (SIGNORE et al., 2002; VAN DER LAKEN et al., 1998).

O estudo de processos inflamatoérios por técnicas de medicina nuclear € de grande
importancia para a medicina clinica. O objetivo da medicina nuclear no campo da
inflamacgao/infeccdo é o desenvolvimento de métodos nao invasivos para a deteccao
in vivo de células e tecidos especificos. Assim, ao contrario das técnicas
radioldgicas, a imagem cintilografica, que se baseia em alteragdes funcionais
fisiologicas ou bioquimicas dos tecidos, constitui um excelente método ndo invasivo
de exploracdo do corpo inteiro. Desta forma, permite de maneira precoce tanto a
localizacdo quanto a determinagdo do numero de focos inflamatérios e infecciosos
em todas as partes do corpo (BOERMAN et al.,, 2001; CORSTENS e VAN DER
MEER, 1999; RENNEN et al., 2001; VAN DER LAKEN et al., 1998).

Em medicina nuclear, os compostos radiomarcados (radiofarmacos) sao
administrados aos pacientes para fins terapéuticos ou para visualizar processos
fisiopatolégicos, como é o caso do diagndstico de inflamagédo e infeccdo. Nesse
caso, os radiofarmacos sdo marcados com um radionuclideo emissor de radiagao

gama (fétons) com energia apropriada [100-500 quiloelétron-volts (keV)]. Apds a sua
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administracdo, o radiofarmaco é distribuido pelo organismo e por meio de uma
gama-camara pode-se realizar a detecgdo dos raios gama e, assim, a
farmacocinética do radiofarmaco pode ser determinada. Como a distribuigdo in vivo
do radiofarmaco é determinada pelas caracteristicas fisiolégicas dos tecidos, este
pode fornecer importantes informagdes sobre varios tecidos de forma nao invasiva
(BOERMAN et al., 2000).

O radiofarmaco ideal para imagem de sitios de inflamagao/infecgdo deve apresentar
as seguintes caracteristicas: acumular-se eficientemente e ter boa retengao no foco
inflamatodrio; fornecer rapido delineamento do foco e da extensdo da lesdo; nao
acumular-se em tecidos nao inflamados/infectados; ter rapida depuracao da radiagao
de fundo; ndo apresentar efeitos colaterais; ser de facil preparacdo e sem riscos
para o manipulador; fornecer baixa carga de radiagao; ser de facil obtengédo e de
baixo custo (BOERMAN et al.,, 2001; CORSTENS e VAN DER MEER, 1999;
RENNEN et al., 2001).

No diagndstico de inflamagdes, o acumulo e a retencéo do radiofarmaco no sitio da
inflamacdo podem ocorrer por mecanismos especificos ou nao especificos. Os
processos especificos compreendem interagdes entre o radiofarmaco e o alvo. Entre
os radiofarmacos que apresentam esse mecanismo destacam-se os leucdcitos
marcados com indio-111 ("''In) ou **™Tc e ciprofloxacino marcado com **"Tc. Nos
mecanismos nao especificos para detecgcdo de inflamagdes o radiofarmaco chega
até o alvo devido ao aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular da
area lesada e envolvem os radiofarmacos ° Ga-Citrato, imunoglobulinas nao
especificas e lipossomas radiomarcados (CORSTENS e VAN DER MEER, 1999;
RENNEN et al., 2001).

Em medicina nuclear, tanto experimental quanto clinica, os isétopos que emitem
raios gama sdo0 os mais comumente usados. Emissores gama tais como *"Tc, ""In

123| 125| ou 131|)
)

e isotopos do lodo ( constituem os radionuclideos que podem ser
visualizados através da gama-camara (imagem cintilografica in vivo) e quantificados
por contagem direta nas amostras de tecidos em um contador gama. Cerca de 80%
dos radiofarmacos usados em medicina nuclear sdo compostos marcados com *"Tc

(OYEN et al., 2001).
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1.2.1 Tecnécio-99m

O tecnécio, com numero atémico 43, € um metal de transi¢céo e, portanto, apresenta
como caracteristicas diferentes estados de oxidagéo (de -1 a +7) e a capacidade de
formagado de complexos metais-doadores que sao compostos formados pela ligagéao
entre o metal deficiente de elétrons com atomos ou grupos funcionais (aminas,
amidas, tiois, fosfinas, oximas e isonitrilas) capazes de doar pares de elétrons
(ARAUJO, 1998).

O radioisétopo tecnécio-99m (*°™Tc), isdtopo metaestavel de um elemento artificial,
é obtido a partir de um gerador de Molibdénio-99 (**Mo) contendo uma coluna de
alumina (Figura 1). Para eluicdo da resina utiliza-se solu¢do de cloreto de sédio a
0,9% (p/v), fazendo a extracdo do **™Tc sob a forma de pertecnetato de sédio
(Na**™Tc0,), ou seja, no seu estado de oxidagdo mais alto (+7), ndo sendo capaz de
ligar-se a agentes quelantes. Assim, é necessaria a sua redugdo por meio de
agentes redutores tais como cloreto estanoso (SnCl;) ou boridreto de sédio (NaBHy),
entre outros (DEUTSCH, 1983).

Figura 1. Gerador de *Mo / *™Tc.
Fonte: IPEN — CNENSP
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O ¥™T¢ possui um Unico féton de energia equivalente a 140 keV, decaindo para *Tc
de meia-vida longa (2,1 x 10° anos) e emissor de radiacdo beta com energia de 290
keV. Assim, a dose de radiagcdo absorvida pelo paciente é baixa, resultando em
doses efetivas menores que 50 mSv que apresentam risco considerado baixo
(STANFORD DOSIMETRY, LCC). Ainda, a energia emitida pelo *™Tc se ajusta
perfeitamente a eficiéncia dos detectores de iodeto de sodio usados nas gama-
camaras e a dosimetria permite a utilizagdo de doses suficientes para que muitos
fétons estejam presentes durante o exame e favoregcam deste modo, a realizagao de

imagens bem definidas em um espaco de tempo relativamente curto (JONES, 1995).

O amplo uso desse marcador é resultado da sua disponibilidade, baixo custo e,
ainda, por apresentar caracteristicas nucleares e fisicas extremamente favoraveis:
emissao de raios gama de 140 keV, meia-vida curta (6 horas) e com baixo risco de
radiacao tanto para o paciente quanto para o médico (OYEN et al., 2001; SHUKLA,
1983).

1.2.2 Radiofarmacos convencionais

A medicina nuclear € conhecida por sua alta sensibilidade e, atualmente, dispde de
técnicas que sao capazes de revelar a presenca de inflamacado em varias condicoes
patolégicas. Entretanto, a sensibilidade e a especificidade das diferentes técnicas
variam em fun¢do da doenga e seus efeitos fisiopatoldgicos, fazendo com que os
radiofarmacos apresentem diferentes acuracias de diagnéstico (CHIANELLI et al.,
1997).

Nas duas ultimas décadas, alguns radiofarmacos foram desenvolvidos para
obtencdo de imagens de inflamacéo e infecgdo, sendo usados rotineiramente na

pratica clinica o ®’Ga-Citrato e os leucécitos autélogos marcados com '"'In ou *"Tc.

O ®’Ga-Citrato tem sido usado para imagem de inflamacgé&o/infeccdo desde sua
descoberta em 1971. A captacgao fisioldégica desse radiofarmaco ocorre no figado,
intestino, ossos e medula éssea, sendo excretado parcialmente por via renal e pelo

trato gastrintestinal. O mecanismo de captacéo consiste na ligagdo do ®’Ga-Citrato a
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transferrina plasmatica até chegar ao sitio da inflamacéao onde se une a lactoferrina
liberada in situ pelos leucdcitos e/ou aos siderdforos produzidos pelos
microrganismos (CORSTENS e VAN DER MEER, 1999). Embora a técnica que
utiliza o ®’Ga-Citrato tenha uma alta sensibilidade e baixo custo, ela apresenta
deficiéncias que limitam sua aplicagao clinica. A sua especificidade € baixa, com
captagao ativa no trato urinario e gastrintestinal, a obtencdo de imagens nitidas
requer 72 horas apos sua administracdo, além do radionuclideo apresentar uma
meia-vida longa (78 horas) e uma radiagdo gama de alta energia para fins de
diagndstico. Essas caracteristicas desfavoraveis, associadas ao desenvolvimento de
novos radiofarmacos, tém limitado sua aplicagdo clinica somente a algumas
condigbes patoldgicas tais como infecgdes dos pulmbes e desordens esqueléticas
cronicas (BOERMAN et al., 2001; CHIANELLI et al., 1997; RENNEN et al., 2001).

McAfee e Thakur (1976) desenvolveram uma técnica para marcar leucécitos
autdlogos in vitro com "In utilizando oxinato como quelante para transferir o
radionuclideo para o interior da célula ("''In-leucécitos). Os leucécitos marcados com
"In apresentam boa estabilidade, entretanto esse radionuclideo é pouco disponivel,
tem alta energia de radiacdo e apresenta meia-vida relativamente longa (2,8 dias)

para procedimentos de diagnostico.

Em 1986, Peters et al. desenvolveram o HMPAO, um quelante lipofilico que
possibilita uma eficiente marcacdo de leucécitos com *"Tc (¥*™Tc-HMPAO-
leucocitos). Ao contrario do ''In-oxinato, os leucécitos marcados com *"Tc-HMPAO
nao sao estaveis, sendo o complexo liberado da célula em uma proporgao de 7%
por hora o qual retorna para a corrente sanguinea e € excretado através dos rins e
intestino (SIGNORE et al., 2002). Dessa forma, o emprego de leucécitos marcados
com "MIn fica restrito, praticamente, & avaliacdo de afeccdes do sistema urinario,
sendo substituido pelo *"Tc-HMPAO-leucécitos para avaliagdo de inflamagées e
infeccbes em outros sistemas organicos (CORSTENS e VAN DER MEER, 1999;
RENNEN et al., 2001).

Estudos mostraram que o método dos leucdcitos marcados com *°™Tc-HMPAO
apresenta uma especificidade de 100% e uma sensibilidade maior que 95% para

imagens de focos inflamatérios ou infecciosos. O mecanismo de captagdo dos
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leucécitos € por quimiotaxia e, portanto, representa um indicador especifico para
infiltracdo leucocitica, mas nao para infecgdo. Em virtude dos excelentes resultados
obtidos com o uso dos leucécitos marcados com **"Tc-HMPAO, essa técnica é
considerada, em medicina nuclear, “padrao ouro” para imagens de inflamagéao e
infeccdo (CARDOSO et al., 2002; MARTIN-COMIN e PRATS, 1999). Entretanto, a
preparacao desse radiotracador requer equipamentos especializados, consistindo de
um complexo procedimento de marcagdo com um longo tempo de preparacéo (3 h),
além de apresentar riscos para o técnico manipulador em decorréncia da
necessidade de manusear sangue potencialmente contaminado que pode levar a
transmissao de doencas tais como hepatite, sindrome da imunodeficiéncia adquirida,
entre outras (BOERMAN et al., 2001; RENNEN et al., 2001).

As limitagcdes desses radiofarmacos convencionais tém estimulado a pesquisa de
novos agentes para o diagnostico de inflamacdo ou infeccdo visando evitar a
manipulacdo de sangue potencialmente infectado, usar moléculas pequenas com
rapida depuragdo de forma a permitir uma resposta rapida, desenvolver agentes que
interaja com receptores, distinguir inflamacao asséptica de infecgdo e usar agentes
marcados com *™Tc. Entre esses novos radiofarmacos encontram-se os lipossomas
radiomarcados que se caracterizam como radiotragadores ndo especificos para
imagem de inflamacgao/infecgdo, uma vez que sua localizagdo no foco inflamatério
resulta da maior permeabilidade vascular no local e ndo de uma interacio especifica
entre o radiotragador e um componente do foco inflamatério, como ocorre com o uso
dos leucocitos (RENNEN et al., 2001).

2 LIPOSSOMAS

Durante estudos de difusdo de cations e anions através de lipides, Bangham et al.
(1965) observaram que determinados lipides em meio aquoso se organizavam
espontaneamente em bicamadas formando vesiculas esféricas circundando uma
cavidade aquosa interna e um meio aquoso externo, semelhante as membranas
biolégicas (Figura 2). Desde entdo, essas vesiculas passaram a ser utilizadas como
modelo de membrana biolégica e foram denominadas lipossomas. Em 1971,

Gregoriadis et al. propuseram a utilizacdo de lipossomas como carreadores de
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farmacos. A partir dai, diversos estudos foram feitos visando verificar as suas
potencialidades terapéuticas, tais como carrear quimioterapicos, antibiéticos,
fungicidas, antigenos e compostos quelantes entre outros (ADLER-MOORE e
PROFFITT, 1993; ALVING, 1992; FATTAL et al., 1993; RAHMAN e WRIGHT, 1975).

A grande potencialidade terapéutica dos lipossomas deve-se a sua versatilidade
estrutural em termos de tamanho, composicao lipidica, carga superficial, fluidez da
membrana e sua capacidade de incorporar tanto farmacos lipofilicos na membrana
lipidica, quanto farmacos hidrossoluveis no compartimento aquoso interno. A
membrana lipidica dos lipossomas é capaz de controlar a liberacao de moléculas
hidrofilicas encapsuladas na cavidade aquosa, por difusao lenta, assim como de
moléculas lipofilicas, em fungédo da agéo dos liquidos corporais sobre a integridade
das membranas (ANSEL et al., 2000).

Cavidade
interna aquosa

Bicamadoc

:il&_¢lun\-\\‘ » -

Figura 2. Representacgao ilustrativa de uma vesicula lipossomal.

Dependendo do processo de preparagao, os lipossomas podem apresentar apenas
um compartimento aquoso circundado por uma bicamada lipidica ou podem, ainda,
serem constituidos por varias bicamadas lipidicas e aquosas concéntricas. Aqueles
que contém apenas uma bicamada lipidica sdo denominados unilamelares de
grande tamanho (LUV - Large Unilamellar Vesicles), com tamanhos variando entre

100 a 1000 nm, ou unilamelares de pequeno tamanho (SUV - Small Unilamelar
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Vesicles), em geral menor que 100 nm. Os lipossomas que possuem mais de uma
bicamada lipidica sdo denominados multilamelares (MLV - Multilamellar Vesicles) e

apresentam tamanho superior a 100 nm (NEW, 1990).

A estabilidade fisico-quimica dos lipossomas é diretamente afetada pelas alteracbes
envolvendo a distribuicdo populacional das particulas, a lamelaridade, a
permeabilidade, a estrutura bilamelar e o volume interno (OLIVEIRA, 1998). Assim, &

importante efetuar uma caracterizacao fisico-quimica da preparagao.

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

Pesquisas sobre o comportamento in vivo dos “lipossomas classicos” ou
‘convencionais” mostraram que eles se acumulam rapidamente nas células do
Sistema Fagocitario Mononuclear (SFM), particularmente no figado, bago e medula
Ossea (tecidos ricos em macrofagos), e sao rapidamente eliminados, o que limita a
sua utilizagao para outros tecidos (ALLEN e HANSEN, 1991; SENIOR e ALVING,
1987). Acredita-se que a depuracédo relativamente rapida desses lipossomas seja
resultante da sua opsonizacdo no sistema circulatério, facilitando o seu rapido
reconhecimento e remocgao (PATEL, 1992; SZEBENI, 1998). Investigacdes iniciadas
na década de 90 foram realizadas com o objetivo de reduzir a captagdo dos
lipossomas convencionais pelas células do SFM e aumentar seu tempo de
permanéncia na circulacdo. Nesses estudos, tornou-se evidente que a incorporacao
de certos glicolipides na membrana dos lipossomas (PAPAHADJOPOULOS, 1992),
modificagdes quimicas na sua superficie (LASIC e PAPAHADJOPOULQOS, 1995) ou
no interior das membranas (SANTAELLA et al., 1993) produziam lipossomas com

meia-vida mais longa e capazes de escapar ao SFM.
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2.1 Lipossomas de Longa Circulagao

Avangos nos estudos relativos a biofisica das membranas permitiram o
desenvolvimento de lipossomas com a superficie modificada de tal modo que nao
sejam reconhecidos pelas células do SFM. Esses lipossomas, denominados
“lipossomas de longa circulagao”, representaram o maior passo para a sua aplicagao
in vivo. A primeira geragcéo desses lipossomas continha monosialogangliosidio GM1
com a finalidade de torna-los similares aos eritrécitos (ALLEN e CHONN, 1987) e
foram denominados lipossomas stealth (marca registrada pela Liposome Technology

Inc).

Entretanto, problemas comerciais desses lipossomas stealth levaram a busca de
alternativas menos onerosas e clinicamente seguras. Isso resultou no
desenvolvimento da segunda geragcdo de lipossomas de longa circulagdo, que
contém derivados lipidicos do polimero hidrofilico polietilenoglicol (PEG), sendo o
metoxiPEG-diestearilfosfatidiletanolamina (mMPEG-DSPE) o derivado de escolha para
a preparagao de lipossomas estericamente estabilizados (KLIBANOV et al., 1990;
WOODLE e LASIC, 1992). Esses lipossomas sao conhecidos como lipossomas
estericamente estabilizados ou mPEG-lipossomas. A presenga de volumosos grupos
hidrofilicos na superficie dos lipossomas parece constituir um obstaculo estérico as
proteinas do plasma que podem atuar como opsoninas. Consequentemente, os
lipossomas ficam protegidos do reconhecimento e destrui¢cdo pelas células do SFM
(STORM et al., 1995). Devido a sua capacidade de evadir-se do SFM, aos mPEG-
lipossomas, também chamados de lipossomas stealth, sdo atribuidas propriedades
de longa circulagdo, independente da composigdo lipidica e da carga superficial
(LAVERMAN et al., 2000). Entretanto, estudos demonstraram que a concentragao do
conjugado PEG na composigdo da membrana e o tamanho da cadeia do polimero
afetam as caracteristicas de longa circulagdo desses lipossomas. Para o mPEG2gg0-
DSPE, estudos mostram que concentragdes entre 5 e 7,5 mol% sao suficientes para
reduzir a opsonizagao (BRADLEY et al., 1998; MARUYAMA et al., 1992; MOGHIMI
et al., 2001; SEMPLE et al., 1998).

O derivado aminoPEG-DSPE (aPEG-DSPE) é composto pelo PEG com um grupo

amino terminal. Nesse derivado, o grupo amino € protonado em meio fisiolégico e,
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assim, é carregado positivamente, resultando em um derivado neutro devido a carga
negativa do grupo fosfato do fosfolipide. Contudo, lipossomas contendo aPEG-
DSPE apresentam superficie positiva (ZALIPSKY et al., 1994). Estudos da
biodistribuicdo de lipossomas contendo esse derivado, realizados em ratos,
mostraram que sao bem tolerados in vivo, sem perda da circulagdo prolongada e
sem desvios significativos na biodistribuicdo quando comparados com lipossomas
contendo mPEG-DSPE (ZALIPSKY et al., 1994).

Assim, a caracteristica dos lipossomas revestidos com PEG de permanecerem mais
tempo na circulagdo, uma vez que nao sao reconhecidos pelo SFM, faz deles um
poderoso instrumento para auxiliar no diagndstico de processos inflamatérios ou
infecciosos (BOERMAN et al.,, 1997; CORSTENS e VAN DER MEER, 1999;
RENNEN et al., 2001).

2.2 Lipossomas pH-Sensiveis

O principio basico de lipossomas pH-sensiveis consiste em introduzir na composicao
de sua bicamada lipides que sao intrinsecamente instaveis, ou seja, que nao sao
capazes de formar bicamada numa determinada temperatura, conhecida como
temperatura de transicdo de fase hexagonal (Th). A obtengcédo da fase lamelar para
estes lipides é conseguida pela adicdo de compostos que sdo carregados em pH
neutro, mas que perdem sua carga em condi¢gdes onde o pH é acido e, portanto, a

sua capacidade de estabilizar a bicamada (NEW et al., 1990).

A classe de formulacdo de lipossomas pH-sensiveis mais estudada consiste na
associacgao de lipides polimoérficos tais como fosfatidiletanolamina (PE) insaturadas,
com compostos anfifilicos fracamente acidos como, por exemplo, acido oléico ou
hemisuccinato de colesterila (CHEMS), que atuam como estabilizadores da
membrana em pH neutro (DRUMOND et al., 2000).

As PE insaturadas, ao contrario da maioria dos fosfolipides, apresentam uma cabeca
polar pequena e pouco hidratada, ocupando um volume menor quando comparado

ao volume ocupado pelas cadeias alifaticas, dessa forma exibindo uma forma de
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cone, o que impede a formagao da fase lamelar (Figura 3). Essa forma cbnica das
moléculas de PE favorece a formacéao de fortes interagdes intermoleculares entre os
grupos amina e fosfato da cabega polar, justificando a forte tendéncia destas
moléculas para adquirir a fase hexagonal invertida (H;) em temperaturas acima da
Th (DRUMOND et al., 2000; FATTAL et al., 2004; SIMOES et al., 2004).

Ko

Figura 3. Representacao esquematica de lipides na forma cilindrica como fosfatidilcolina (A)
e na forma de cone como fosfatidiletanolamina (B). Fonte: FATTAL (2004)

O CHEMS é um éster derivado do colesterol (COL) que em pH neutro apresenta
carga negativa (Figura 4), o que permite estabilizar membranas contendo DOPE por
meio de repulsdes eletrostaticas. Entretanto, em meios fracamente acidos tais como
aqueles encontrados no lumen de endossomas e em alguns tecidos patologicos
(tumores, areas inflamadas ou infectadas), o CHEMS torna-se protonado, resultando
na desestabilizagdo da membrana lipidica levando a formagao da fase H;, as quais
apresentam propriedades fusogénicas (DING et al., 2005; DRUMOND et al., 2000;
SIMOES et al., 2004).
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Figura 4. Estrutura quimica do hemisuccinato de colesterila (CHEMS). A — Forma protonada
(meio acido); B — Forma ionizada (meio neutro).

Os lipossomas pH-sensiveis foram desenvolvidos para promover a liberagao de seu
conteudo, em geral moléculas muito hidrofilicas ou macromoléculas, dentro do
citoplasma apos a endocitose e, desta forma, melhorar a eficiéncia terapéutica de
muitas drogas que exercem seu efeito a nivel intracelular (DRUMOND et al., 2000;
ROUX et al., 2004; SIMOES et al., 2004).

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

Os lipossomas podem ser marcados pela simples adicdo do radionuclideo de
escolha no meio aquoso que € usado para hidratar os lipides. Esse método foi
usado para marcar lipossomas com *™Tc por Torchilin e Trubetskoy (1995), porém
ele apresenta duas grandes desvantagens. A primeira porque somente uma
pequena fragdo do radiomarcador € incorporada na fase aquosa interna e,
consequentemente, a eficiéncia de marcagao é baixa (menor que 10%) e a segunda
por ser um método muito trabalhoso, pois requer a preparacdo de novos lipossomas

em todos os experimentos.

Assim, estratégias foram desenvolvidas para marcar lipossomas pré-formados com
alta eficiéncia. Em geral, sdo usados dois métodos diferentes para marcar
lipossomas pré-formados. O primeiro consiste em marca-los pelo acoplamento do
radiomarcador na bicamada lipidica, diretamente na superficie ou por meio de um
quelante. No segundo método, o radionuclideo é transportado através da bicamada

lipidica e encapsulado na fase aquosa interna dos lipossomas (Figura 5).

Morgan et al. (1981) foram os primeiros a marcar lipossomas unilamelares com
®MTe, pela reducdo do pertecnetato de sédio com cloreto estanoso e seu
acoplamento direto na superficie da bicamada. Porém, em estudos com animais,
essas preparagdes lipossomais radiomarcadas apresentaram alta captagdo nos rins
e bexiga, sugerindo extensa liberagdo in vivo do **"Tc dos lipossomas. A
instabilidade dos lipossomas radiomarcados por esse método foi confirmada por
outros pesquisadores (AHKONG e TILCOCK, 1992; LOVE et al., 1989).

Outro método para marcar lipossomas consiste em encapsular o radionuclideo no
espaco interno aquoso de lipossomas pré-formados. Para realizar o transporte do
radionuclideo através da bicamada lipidica, esse deve estar na forma lipofilica.
Hwang et al. (1982) mostraram que o ®’Ga pode ser transportado através da
bicamada na forma de um complexo lipofilico °’Ga-oxinato e pode ser
irreversivelmente encapsulado quando o quelante hidrofilico desferoxiamina esta
presente na fase aquosa dos lipossomas preparados. Utilizando o mesmo principio,

Phillips et al. (1992) desenvolveram outra técnica para marcar lipossomas com
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9mTc. Nesse estudo, os autores utilizaram o quelante lipofilico HMPAO, formando
um complexo ®™Tc-HMPAO que também foi capaz de atravessar a bicamada dos
lipossomas pré-formados. Quando os lipossomas continham glutationa na fase
interna, o complexo *™Tc-HMPAO era reduzido para sua forma hidrofilica e como
resultado ocorria sua retencdo, de forma irreversivel, no interior dos lipossomas
(Figura 5B). Esse método mostrou-se reprodutivel, produzindo lipossomas
radiomarcados com %™Tc mais estaveis in vivo do que os métodos citados
anteriormente. Além disso, sua eficiéncia de marcacido ¢é alta, sendo de
aproximadamente 85% (PHILLIPS et al., 1992).
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Figura 5. Representacdo esquematica de lipossomas-PEG marcados com **"Tc através da
incorporacdo de um agente quelante na superficie (A) ou pelo uso do complexo
lipofiico HMPAO (B). PEG — polietilenoglicol; HMPAO-Hexametilpropilenoamina
oxima. Fonte: BOERMAN (2000)

A marcacao dos lipossomas com radionuclideos pode, ainda, ser realizada pela
inclusdo de agentes quelantes tais como o acido dietilenotriaminapentacético
(DTPA) ou hidrazinonicotinamida (HYNIC) a bicamada lipidica (Figura 5A). O
guelante é conjugado ao componente lipidico da bicamada, antes da preparagao dos
lipossomas. ApoOs hidratagdo dos lipides o quelante fica exposto na superficie
externa dos lipossomas favorecendo a ligacdo do radionuclideo. Os lipossomas

contendo o conjugado HYNIC-DSPE incorporado na bicamada foram marcados com
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¥MTc com alta eficiéncia (> 90%), em somente 15 minutos de incubacdo a
temperatura ambiente. Nos estudos realizados em ratos infectados por
Staphylococcus aureus (S. aureus), a captagdo do radiomarcador nos rins foi trés
vezes menor com os lipossomas marcados via HYNIC quando comparada com os
lipossomas marcados via HMPAO, sugerindo reduzida liberacédo do radiomarcador
dos lipossomas (LAVERMAN et al., 1999).

2.3.1 Lipossomas radiomarcados para diagnostico de inflamagao/infecgao

O uso de lipossomas como carreador de agentes de imagem para diagnéstico
requer que eles mantenham sua estabilidade e apresentem uma meia-vida de
circulagao sanguinea longa, proporcionando uma maxima deposi¢ao no tecido alvo
com consequente aumento do contraste entre os tecidos normal e doente
(AWASTHI et al., 2003).

Para que um sitio infeccioso ou inflamado possa ser diagnosticado por imagem
cintilografica € necessario que ele tenha uma quantidade de radioatividade acima da
atividade da radiacdo de fundo dos tecidos normais. Em geral, deve-se ter uma
relacdo alvo/ndo-alvo de pelo menos 1,5 para permitir a identificagdo de uma lesao
por imagem cintilografica (PHILLIPS et al., 1999). Lipossomas que apresentam vida
média plasmatica em torno de 4 horas tém sido sugeridos como carreadores de
agentes de imagem para focos de inflamagao. Esse tempo seria suficiente para que
os lipossomas se acumulassem no sitio inflamatério e, também, para que ocorresse
a depuragao sanguinea, resultando na obtengdo de imagens mais nitidas das lesdes
(PHILLIPS et al., 1999). A vida média plasmatica dos lipossomas pode ser
modificada e otimizada por meio de alteragdes das suas caracteristicas de tamanho

e superficie.

Os estudos utilizando lipossomas como veiculos para imagem de inflamagéo ou
infeccdo iniciaram-se ha mais de 20 anos. As primeiras investigagées foram
realizadas por Morgan et al. (1981) em ratos infectados com S. aureus (Figura 6).
Nesse estudo, lipossomas convencionais unilamelares anibnicos, catibnicos e

neutros foram marcados com %™Tc pelo método do cloreto estanoso. Eles
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observaram uma significativa captacdo dos lipossomas anidnicos na area do
abscesso quando comparada com a correspondente area nao afetada, enquanto os
lipossomas catidnicos e neutros ndo apresentaram a mesma captacido. A captacao
maxima no abscesso, para os lipossomas anidnicos, foi obtida em 30 minutos apds a
injecao (MORGAN et al., 1981).

areon
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Figura 6. Imagens cintilograficas de ratos com abscesso na coxa induzido por S. aureus
apos injecdo intravenosa de pertecnetato de sodio (A) e de **™Tc-lipossomas
anibnicos (B). Fonte: MORGAN (1981)

Bakker-Woudenberg et al. (1992) estudaram a biodistribuicdo de lipossomas, com
diferentes composicoes lipidicas, em modelos de ratos com pneumonia unilateral
causadas por Klebsiella pneurnoniae. Embora os estudos tenham sido inicialmente
desenvolvidos para investigar se a administracao desses lipossomas resultava em
significativa concentracdo nos tecidos infectados, os experimentos proporcionaram a
compreensao das caracteristicas lipossomais que facilitam a sua captacdo pelos
tecidos infectados. Lipossomas com diametro aproximado de 100 nm, compostos de
fosfatidilinositol hidrogenada/fosfatidilcolina hidrogenada/colesterol (PI/HPC/COL)
foram comparados com lipossomas compostos por fosfatidilglicerol de
ovo/fosfatidilcolina de ovo/COL (EPG/EPC/COL). A formulagdo de maior tempo de
circulagao (PI/HPC/COL) mostrou uma captacgao significativamente alta no pulméo
infectado em relagcdo a formulagcdo de menor circulagcdgo (EPG/EPC/COL).
Subsequentemente, o comportamento dos lipossomas PI/HPC/COL foi comparado

com lipossomas de longa circulagdo num modelo de infecgdo do pulm&o. Nesse
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estudo foi observado que, nos pulmdes infectados os lipossomas de longa
circulagao apresentaram uma captag¢ao dez vezes maior do que para os lipossomas
convencionais em 40 horas apds administracdo dos radiofarmacos (BAKKER-
WOUDENBERGER et al., 1993).

Estudos em varios modelos animais tém mostrado que lipossomas de longa
circulagdo se localizam em sitios de inflamacdo e de infecgdes bacterianas ou
fungicas. Tem sido sugerido que esses lipossomas apresentam amplo
extravasamento em focos infecciosos e inflamatérios devido ao aumento da
permeabilidade vascular nessas areas. Porém, o mecanismo de retengdo dos
lipossomas nesses sitios ndo € conhecido. Uma possivel explicacdo pode ser a de
que os lipossomas sejam fagocitados pelos leucdcitos presentes na area afetada,
mantendo-os no local (ERDORGAN et al., 2000; GOINS et al., 1993). Utilizando
técnicas de microscopia 6tica e microscopia eletrbnica de transmissao, Laverman et
al. (2001) demonstraram que lipossomas de longa circulagdo localizam-se
preferencialmente em abscessos intramusculares infectados por S. aureus,
sugerindo que a sua captagcado e a sua retencdo no abscesso ocorre devido ao
aumento da permeabilidade vascular e subsequente fagocitose dos lipossomas

pelos macrofagos do tecido infectado.

Goins et al. (1993) avaliaram lipossomas de longa circulagéo para imagens de focos
infecciosos usando ratos infectados por S. aureus nos quais foram injetados
lipossomas com diametros de 185 nm, ricos em colesterol e marcados com *™Tc
pelo método HMPAO. O desempenho desses lipossomas foi comparado com dois
outros radiofarmacos convencionais, o °’Ga-Citrato e a **"Tc-Albumina humana
(HSA). A meia-vida da formulacdo lipossomal foi de 10 horas. A relagao
abscesso/musculo foi da ordem de 35 com 24 horas apods injegao, sendo muito
maior do que aquelas obtidas com os agentes convencionais (8,0 e 4,1 para 9MTe-
HSA e ®’Ga-Citrato, respectivamente). A captagdo dos lipossomas radiomarcados foi
relativamente baixa no figado (1% da dose injetada/g de tecido) e significativamente

alta no bago (39% da dose injetada/g de tecido) em 24 horas apds injegao.

As caracteristicas de imagem de lipossomas de longa circulagdo marcados com "''In

ou *™Tc, com aproximadamente 100 nm, foram determinadas usando ratos
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infectados por S. aureus, Escherichia coli (E. coli) ou turpentina no musculo da
pantorrilha. Os dois radiofarmacos apresentaram biodistribuicdo similar, com alta
captacgao tanto no abscesso bacteriano quanto na inflamacao estéril. A atividade no
tecido ndo inflamado diminuiu com o tempo e, consequentemente, nas imagens
tardias uma alta relagdo abscesso/ndo-alvo foi obtida (BOERMAN et al.,, 1995;
OYEN et al., 1996,).

Boerman et al. (1997) estudaram o efeito do tamanho e do tempo de circulagdo dos
lipossomas de longa circulagdo marcados com ®MTc para imagens de focos
infecciosos utilizando quatro preparagdes lipossomais constituidas por vesiculas de
diferentes tamanhos (90, 120, 150 e 180 nm) que foram injetadas em ratos
infectados na pata com S. aureus. As imagens obtidas com as diferentes
preparagdes foram comparadas e mostraram que os lipossomas de longa circulagao
de menor tamanho ndo somente apresentaram uma o6tima captagdo no musculo

infectado como, também, menor captagao no baco.

Erdogan et al. (2000) utilizaram lipossomas marcados com *™Tc-HMPAO para a
deteccdo de infecgdo em ratos. Os resultados da biodistribuicdo (1 h e 24 h apds
injecdo) mostraram que a atividade no SFM e em outros 6rgaos foi reduzida com o
tempo, enquanto a atividade no abscesso tornou-se mais proeminente. O abscesso

foi definido em uma hora, tornando-se mais nitido com o tempo.

O efeito da dose lipidica sobre a biodistribuicdo dos lipossomas de longa circulagao
foi avaliado por Laverman et al. (2000). Foram injetados, por via intravenosa, 0,02 a
1,0 umol de lipides/kg em modelos animais (ratos e coelhos) e em humanos. Os
resultados demonstraram que a biodistribuicdo desses lipossomas é dose lipidica-
dependente e é significativamente alterada com doses lipidicas muito baixas (0,02
umol de lipides/kg). Estes autores concluiram que o uso clinico de lipossomas de
longa circulacdo marcados com *™Tc para imagens de inflamacéo/infecgdo requer

administracao de doses lipidicas de pelo menos 0,5 umol de lipides/kg.

Awasthi et al. (1998) investigaram o potencial de lipossomas de longa circulagéo

duplamente marcados com **™Tc e ""'In (**™Tc/"'In-lipossomas de longa circulacéo)
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para imagens de osteomielites em ratos. Em todos os animais com osteomielite
confirmada histologicamente, os lipossomas de longa circulagcdo permitiram
identificar claramente, na janela do **"Tc, as lesdes osteomieliticas com 8 horas
apos injecdo. A maior relagdo alvo/ndo-alvo foi obtida na janela do "n com 48
horas apds injegdo. Em outro estudo, Dams et al. (2000,) compararam o potencial
dos *"Tc-lipossomas de longa circulacdo em relacdo a *™Tc-IgG, ao ®’Ga-Citrato e
aos '""In-leucécitos para imagens de osteomielite cronica, utilizando coelhos como
modelo experimental. Tanto os *"Tc-lipossomas de longa circulagdo como a *™Tc-
IgG permitiram identificar corretamente todas as lesbes infecciosas. Nesse estudo,
9MTc-lipossomas de longa circulagdo mostraram-se tdo bons quanto o %’ Ga-Citrato
e os 'MIn-leucocitos, demonstrando o potencial dos lipossomas de longa circulagéo

para detectar infecgbes de baixo grau, como é o caso das infecgbes cronicas.

Os resultados promissores obtidos com os lipossomas de longa circulagcédo
radiomarcados em varios modelos animais levaram os pesquisadores a iniciar os

estudos clinicos empregando esses lipossomas marcados ®MTe,

No estudo realizado por Dams et al. (2000,) foram avaliados trinta e cinco pacientes
suspeitos de apresentarem doencas inflamatorias ou infecciosas. Foram utilizados
lipossomas de longa circulagdo, compostos de mPEGy0-DSPE/EPC/COL (razdo
molar 0,15/1,85/1, respectivamente), marcados com *™Tc pelo método HMPAO.
Observou-se que no grupo de pacientes com lesdes predominantemente do sistema
musculo-esquelético, a cintilografia usando **™Tc-lipossomas mostrou alta
sensibilidade (94%) e especificidade (89%). Todos os focos inflamatorios ou
infecciosos foram detectados, com resultado falso-negativo somente para um caso
de endocardite. Resultados falso-positivos foram observados para dois pacientes
com pseudo-artrose (n&o infectados). Entretanto, um paciente apresentou rubor
facial e dor no peito durante a administracdo da formulagdo lipossomal, com os
sintomas desaparecendo rapidamente com a reducdo da taxa de infusdo. Esta
ocorréncia foi uma surpresa para os pesquisadores, pois foram usadas doses muito
baixa (aproximadamente 0,5 ymol de lipides/kg peso corporal) quando comparadas
com as doses para fins terapéuticos (aproximadamente 10 pymol de lipides/kg peso
corporal). A ocorréncia desses efeitos adversos foi atribuida a ativacédo do sistema

complemento com subsequente liberagcdo dos mediadores vasoativos.
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Em outro estudo clinico, realizado por Brouwers et al. (2000), lipossomas de longa
circulacdo pequenos (90 nm) e marcados com *™Tc usando HYNIC foram
administrados em nove pacientes com suspeita de agravamento da doenca de
Crohn, para avaliar o papel dos lipossomas radiomarcados na determinacdo da
extensao e gravidade dessas doencgas ativas. Esses lipossomas apresentavam a
mesma composi¢cdo daqueles utilizados por Dams et al. (2000,), exceto pela
inclusdo do quelante HYNIC-DSPE na bicamada lipossomal. Entretanto, este estudo
foi prematuramente interrompido devido aos efeitos adversos observados em trés
dos nove pacientes. Esses efeitos adversos caracterizaram-se, inicialmente, por dor
na regido do estdbmago ascendendo para o pescog¢o enquanto o exame fisico
mostrou hipertensio, elevagao da pulsacgao, leve hiperventilagdo, eritema da face e
extremidades superiores sem evidéncias de edema e, desaparecimento espontaneo
e rapido (minutos) ao cessar a infusdo. A ocorréncia, durante a infusdao, desses
efeitos adversos sugeria que eles eram causados, provavelmente, pela interacédo

dos *™Tc-lipossomas de longa circulagdo com o sistema complemento.

Sinais e sintomas semelhantes tém sido comumente relatados para preparagoes
lipossomais comercialmente disponiveis para uso terapéutico tais como Doxorubicin
(Doxil®/Calelyx®) (ALBERTS e GARCIA, 1997; GABIZON e MARTIN, 1997) e
Anfotericina B (AmBisome®) (LEVINE et al., 1991). Esses efeitos adversos podem
ser bem tolerados se os lipossomas s&o administrados como parte de um tratamento
anticdncer, mas para um agente de diagndstico clinico eles sao inaceitaveis
(BROUWERS et al., 2000).

Em suma, a viabilidade de se utilizar lipossomas de longa circulacédo e
radiomarcados para imagem de focos inflamatérios ou infecciosos tem sido
demonstrada em uma série de estudos pré-clinicos. Em varios modelos de infecgao,
os lipossomas de longa circulagao pds-marcados mostraram-se iguais ou, as vezes,
melhores do que os radiofarmacos convencionais para imagem de infecgao. Apesar
dos primeiros estudos clinicos com *™Tc-lipossomas de longa circulag&o indicarem
que esse novo agente de imagem pode constituir-se em um método auxiliar no
diagndstico cintilografico de focos inflamatérios e infecciosos, a ocorréncia dos
efeitos adversos observados em alguns pacientes impede o uso desses sistemas e,

por isso, uma nova formulagéo precisa ser desenvolvida (BOERMAN et al., 2000).
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Assim, é importante conhecer as interacbes dos lipossomas com o sistema
complemento quando esses sdo usados como sistemas carreadores de farmacos ou
de agentes de diagndstico, uma vez que a ativagdo do complemento pode reduzir a
eficiéncia dos lipossomas, auxiliando o organismo na sua remogao da circulagéo
(SZEBENI, 1998) bem como causando reagdes de hipersensibilidade (SZEBENI et
al., 2002).

3 SISTEMA COMPLEMENTO

O sistema complemento constitui a primeira linha de defesa do organismo contra
agentes microbianos ou particulas, assegurando sua citolise e/ou remogéo
fagocitica. Esse sistema € um complexo protéico polimolecular constituido de pelo
menos 25 proteinas plasmaticas e de membrana, que interagem de maneira
altamente regulada, gerando, como produtos, proteinas biologicamente ativas. A
ligacdo das proteinas do complemento a superficie de microorganismos, particulas
ou imunocomplexos é um processo conhecido como opsonizagao. Este mecanismo
facilita a fagocitose uma vez que os fagdcitos possuem receptores especificos para
essas proteinas (MARZOCCHI-MACHADO e LUCISANO-VALIM, 1997). As
proteinas que fazem parte desse sistema tém nomenclatura complexa, algumas sao
numeradas em ordem de sua descoberta (C1, C2 até C9) enquanto outras sao
referenciadas por nomes indicativos de seus efeitos (fator B, fator D, properdina)
(PEREIRA e BOGLIOLO, 2000).

A ativacdo do complemento representa, portanto, a primeira preocupacdo em
relagcdo a biocompatibilidade de materiais particulados estranhos expostos ao
sangue para fins terapéuticos ou de diagnodstico. Certos tipos de lipossomas sao
reconhecidos como estranhos e removidos rapidamente da circulagdo através da
fagocitose mediada pelo complemento, reduzindo, assim, sua vida média
plasmatica. Além disso, as anafilatoxinas (C3a, Cb5a) liberadas apds ativagéo do
complemento causam uma ampla variedade de alteragdes fisioldgicas, as quais

podem variar entre as espécies, podendo ser até letal (SZEBENI et al., 1994).
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3.1 Ativagao do Complemento

Os componentes do complemento se encontram na circulagédo sob a forma inativa
ou em baixos niveis de ativagao espontanea. Para que esses componentes exergcam
suas fungdes € necessario que o sistema complemento seja ativado. Essa ativagao
ocorre de maneira sequencial, como um efeito cascata, pela clivagem proteolitica
dos componentes por enzimas do sistema, originando assim uma série de
fragmentos com diferentes caracteristicas e fungdes especificas (MARZOCCHI-
MACHADO e LUCISANO-VALIM, 1997). O sistema complemento pode ser ativado
por diferentes vias, as quais sao desencadeadas por fatores distintos, sendo o inicio
da ativacao diferente para cada uma delas, mas que convergem em uma via comum
a partir da formagéo de C3b (Figura 7). Sua ativagao pelas diferentes vias leva a
formagdo do complexo litico de membrana (CLM) C5b-9, que destréi células
(DEVINE e BRADLEY, 1998; PEREIRA e BOGLIOLO, 2000; ROTE, 1998).

CAMINHO CAMINHO CAMINHO
ALTERHATIVO CLASSICO LECTINAS
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Figura 7. Representacdo esquematica da cascata do sistema complemento.
Adaptado de DEVINE e BRADLEY (1998).
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A via classica do complemento foi a primeira a ser identificada, sendo também
conhecida como via anticorpo-dependente porque ela pode ser iniciada pela ligagao
de C1q (primeiro componente do complemento) a porgcéo Fc (fragment crystalline) de
uma imunoglobulina (IgM ou IgG) ativada (DEVINE e BRADLEY, 1998). Entretanto,
estudos demonstram que muitas substancias, incluindo materiais polianiénicos,
podem ligar-se diretamente a C1q e iniciar a ativagao pela via classica na auséncia
de imunoglobulinas (RENT et al., 1975). A proteina C reativa (PCR) e amiloide P de
soro (APS), membros da familia pentraxina, tem consideravel papel na ativagéo do
complemento. Tanto a PCR quanto APS iniciam a ativagao por meio da ligagcao de
C1q e subsequiente ativacéo da via classica. A PCR interage com alguns fosfolipides
levando a ativacdo do complemento (VOLANAKIS e NARKATES, 1981).

A via alternativa ndo requer anticorpos especificos para ser ativada. Inicia-se pela
facilitacdo da acdo de ativadores do C3 existentes na circulagdo como pro-
ativadores (fatores B e D). A hidrolise espontédnea do C3 ocorre continuamente, na
fase fluida, gerando moléculas conhecidas como C3H,0, que se liga a um fator B,
expondo esse fator a agao catalitica do fator D. Desse modo, o fator B é clivado em
fragmentos Ba e Bb, ficando este ultimo ligado ao C3H,0. O complexo C3(H,O)Bb é
uma C3 convertase que cliva o C3 em C3a e C3b, que pode continuar a cascata da
mesma forma que na via classica. O fator C3b pode ligar-se covalentemente a
grupos amina ou hidroxila da superficie de particulas ou microrganismos (DEVINE e
BRADLEY, 1998; PEREIRA e BOGLIOLO, 2000).

A ativagdo do complemento pelo caminho das lectinas inicia-se pela ligacdo de uma
lectina do plasma, denominada MBP (mannose binding proteins), a residuos de
manose sobre a superficie de microorganismos; o complexo adquire propriedades
para se ligar nos primeiros componentes do caminho classico (C1r e C1s)
(COLLINS, 1999; PEREIRA e BOGLIOLO, 2000).

3.2 Interagao de Lipossomas com o Sistema Complemento

Além dos efeitos de opsonizagao e de estabilidade, a interagcao dos lipossomas com

o sistema complemento pode trazer riscos de toxicidade imune aguda, manifestada
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na forma de reagdes de hipersensibilidade, quando estes sistemas sao
administrados por via intravenosa. Por isso, desde sua descoberta, a ativagdo do
complemento por lipossomas tem sido investigada por um grande numero de
estudos (DEVINE e BRADLEY, 1998; SZEBENI, 2005).

Varios estudos tém relatado que preparagbes lipossomais, comercialmente
disponiveis (Doxil®, Caelyx®, AmBisome®, Abelcet®, Amphocil® e DaunoXome®),
podem causar reagao de hipersensibilidade (RHS), que aparece imediatamente apds
o inicio da infusdo e inclui sintomas e disturbios cardiovasculares e pulmonares tais
como dispnéia, taquipnéia, taquicardia, hipo e hipertensdo, dor no peito e nas
costas. Diferente da alergia mediada por IgE (tipo I), essa reacdo aparece na
primeira exposicdo a preparagao, sem sensibilizacdo prévia, e os sintomas
usualmente reduzem ou desaparecem em tratamentos posteriores (ALBERTS e
GARCIA, 1997; CHANAN-KHAN et al.,, 2003; DE MARIE, 1996; GABIZON e
MARTIN, 1997; LEVINE et al., 1991; RICHARDSON et al., 1997; RODEN et al.,
2002; SCHNEIDER et al., 1998; SZEBENI et al., 2002). Por causa destes aspectos
nao comuns, esta reagcédo foi chamada por Szebeni et al. (1999) de pseudoalergia
relacionada a ativacdo do complemento (Complement activation-related
pseudoallergy - CARPA).

Ainda, estudos demonstraram que os lipossomas causam ativagao do complemento
em ratos, cujos efeitos parecem estar relacionados com as alteragdes
cardiovasculares, hematologicas e respiratérias observadas apos administragéo
intravenosa dessas preparagbes (SZEBENI et al., 1996). Usando o porco como
modelo experimental, Szebeni et al. (2000) observaram a ocorréncia de hipertensao
pulmonar, o que foi atribuido a ativacdo do complemento pelo caminho classico,

induzida por lipossomas.

Varios estudos tém sido realizados buscando elucidar as condicbes e mecanismos
da interagcdo dos lipossomas com o complemento, bem como a influéncia da
ativagdo do complemento na manifestacdo de reagdes pseudoalérgicas. Entretanto,
resultados contraditérios foram relatados, possivelmente em decorréncia dos
estudos serem realizados em diferentes condi¢des, tais como uso de preparacdes

de lipossomas com diferentes componentes, concentragdes lipidica, tamanhos e
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métodos de preparo, além do uso de diferentes espécies animais e protocolos
experimentais (DEVINE E e BRADLEY, 1998; ISHIDA et al., 2001).

A ativacdo do complemento mediada por lipossomas tem sido atribuida as
caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomas como tamanho, carga superficial,
composicao fosfolipidica, conteudo de colesterol, presencga de lipides modificados na
superficie e a outros fatores tais como dose lipidica e método de administragao
(AWASTHI et al., 2003; DEVINE e BRADLEY, 1998; SZEBENI et al., 2000).

De acordo com a literatura lipossomas grandes sao mais eficientes ativadores do
complemento, do que lipossomas pequenos (< 200 nm) (AWASTHI et al., 2003;
DEVINE et al., 1994; HARASHIMA et al., 1994).

Em geral, lipossomas contendo fosfolipides carregados ativam o sistema
complemento enquanto sistemas neutros sdo menos ativadores, sendo a natureza
da carga determinante no caminho de ativagdo do complemento. Lipossomas com
carga positiva ativam a via alternativa e os negativos ativam a via classica (CHONN
et al., 1991; DEVINE et al., 1994; ISHIDA et al., 2001; MARJAN et al., 1994).

Considerando que o grupo fosfato do fosfolipide no conjugado mPEG-DSPE é
carregado negativamente em meio neutro, conferindo uma carga negativa a
superficie da membrana lipossomal, tem sido sugerido que este constitui um
potencial sitio de ligacdo de anticorpos (SZEBENI et al., 2002). Os anticorpos
naturais tém um papel importante na ativacdo do complemento, sendo que a maior
parte desses anticorpos encontra-se direcionados para as moléculas de fosfato na
cabeca do fosfolipide da bicamada do lipossomas (SZEBENI et al., 1996). Isto indica
que a densidade e a homogeneidade do PEG na superficie da membrana tém papel

fundamental na protecao dos lipossomas contra o complemento.

A densidade do PEG na superficie da membrana pode assumir a configuracao
mushroom em baixas concentragbes de PEG-DSPE, ou configuracdo brush-like
quando as concentragbes de PEG-DSPE séao altas, como ilustrado na Figura 8. A
configuragdo mushroom promove um menor efeito em termos de hidrofilicidade e

barreira estérica e, consequentemente, uma menor prote¢cao contra a interacdo dos
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lipossomas com as proteinas plasmaticas. Outro fator, de grande importancia, é a
heterogeneidade da superficie entre as particulas da preparagdo, uma vez que isso
pode gerar populagdes com diferentes configuragdes e comportamentos bioldgicos.
Assim, a heterogeneidade na populagdo bem como a sua propor¢ao dentro de uma
preparagao, provavelmente, determinam a extensdo da opsonizagao (GBADAMOSI
et al., 2002; MOGHIMI e SZEBENI, 2003; NEEDHAM e KIM, 2000). Moghimi e
Szebeni (2003) sugerem que, dependendo do método de preparagdo dos
lipossomas podem ser produzidas nanoparticulas mais homogéneas com relagao as
suas propriedades de superficie e, assim, menos susceptiveis a deposicao de

proteinas do complemento.

Quanto a incorporagcdo de diestearilfosfatidiletanolamina acoplado ao

aminopolietilenoglicol (aPEG-DSPE) na composi¢ao dos lipossomas, ndo existem

estudos na literatura sobre sua interagédo com o complemento.

A B §
Figura 8. Diagrama esquematico da configuragcdo PEG sobre a superficie de uma particula.
A - Configuracdo mushroom (baixa concentracdo do conjugado PEG); B -

Configuracao brush-like (alta concentragdo do conjugado PEG). Fonte: MOGHIMI
(2003)

Outra importante propriedade da composi¢gdao dos lipossomas no processo de
interagdo com o complemento é o conteudo de colesterol, uma vez que influencia a
ativagdo do complemento de maneira dose-dependente (CHONN et al., 1991). Ishida
et al. (2001) observaram, usando soro de rato, que lipossomas contendo 22 mol% ou
33 mol% de COL ativam o complemento pela via classica enquanto concentracao de

44 mol% de COL ativa a via alternativa. Esses mesmos autores relatam que,
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anticorpos naturais (IgG e IgM) s&o os responsaveis por induzir a ativagdo do
complemento pelos lipossomas e que, outro possivel componente do soro

responsavel pela ativagao via classica € a PCR.

4 MODELOS EXPERIMENTAIS DE INFLAMAGAO/INFECGAO

A indugdo de processos inflamatorios no musculo da coxa constitui um modelo
experimental de inflamacao/infeccdo amplamente utilizado devido a sua
reprodutibilidade, sua facil e rapida execugao além de ser aplicavel a diferentes
espécies animais como camundongos, ratos e coelhos. A indugdo de processos
inflamatorios sépticos pode ser realizada por meio de varios microrganismos como

S. aureus, E. coli, Klebsiela pneumoniae e Candida albicans (OYEN et al., 2001).

Para a indugédo de abscessos em ratos ou camundongos, o método usado consiste
em anestesiar os animais e injetar no musculo da panturrilha ou coxa 0,1 mL de uma
suspensao de sangue e salina normal (50:50) contendo a espécie de microrganismo
desejada. Nos estudos para investigacdo dos agentes de diagndstico de
inflamacéo/infec¢do, esses devem ser injetados por via intravenosa 24 horas apos a
inoculagdo do microorganismo para indugdo do abscesso, quando o edema local é
aparente. Dessa forma, resultados reprodutiveis podem ser obtidos em ratos e
camundongos com todos o0s microrganismos supramencionados. A avaliacdo da
gravidade da infecgao é relativamente simples. A extensdo do edema e da hiperemia
pode ser estimada por meio da palpagao e, histologicamente, caracteriza-se por
infiltracdo de granuldcitos (OYEN et al., 2001).

O modelo de inflamacado asséptica frequentemente utilizado é o induzido pela
carragenina na pata de diferentes espécies animais como camundongos, ratos e
coelhos. Esse modelo foi originalmente proposto por Winter et al. (1962) para a
indugdo do edema de pata em ratos. A carragenina, um polissacarideo sulfatado
presente em varias espeécies de algas vermelhas do género Rhodophycae, é pouco
absorvida ap6s administragdo subcutanea e induz resposta inflamatéria local, cuja
extensao apresenta varias fases no desenvolvimento do edema, com diversos

mediadores envolvidos em cada fase. A medida que a resposta se desenvolve,
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varias substancias sdo produzidas e liberadas no sitio inflamatério. Inicialmente, ha
liberacdo de serotonina e produgao de eicosanodides. Em seguida, ha migragcao de
neutréfilos para o sitio de injegdo e liberagcdo de citocinas (DI ROSA, 1972;
VINEGAR et al., 1987). Estudos realizados por Costa (2004) mostraram que a
administracao subplantar de 0,05 mL de suspensao de carragenina 1% (p/v) induziu
um aumento significativo no volume da pata a partir de 1 hora, persistindo até 24
apos injecdo. O periodo compreendido entre 150 a 360 minutos apos injecéo
subplantar de carragenina (0,05 mL, 1% p/v) corresponde a fase do edema com
resposta vascular maxima e, também, por migracado celular, principalmente de
células polimorfonucleares (DI ROSA, 1972).

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Ao longo da década de 90, varios estudos foram realizados com a proposta de
avaliar a habilidade de lipossomas marcados com *™Tc para identificar processos
inflamatdrios ou infecciosos por meio do método cintilografico. Entretanto, esses
estudos empregaram um numero limitado de formulagcbes de lipossomas
convencionais e de longa circulagdo. Efeitos colaterais, como a indugao de reagdes
de hipersensibilidade, foram relatados apods a injecéo dos lipossomas, o que levou a
interrupcao das pesquisas. A revisdo da literatura mostrou que seria importante
investigar novas composi¢cdes de lipossomas capazes de serem marcadas com
%MTec e com potencial uso na detecgdo cintilografica de focos inflamatérios e
infecciosos para auxiliar no diagnéstico dessas enfermidades. Outro aspecto
relevante seria a investigagcdo das interagdes dessas novas composi¢cbes de
lipossomas com componentes do complemento para inferir sobre a possivel indugao
das reacbes de hipersensibilidade. Além disso, o desenvolvimento desse novo
agente (radiofarmaco) poderia representar um grande avango na area de
diagndstico de inflamacgéo e infecgdo, uma vez que se trata de um método rapido e
de facil execugdo, nao necessitando o manuseio de sangue e, ainda, contribuindo
para reduzir a taxa de dose de exposi¢ao do paciente a radiagdo. Nesse contexto, o
desenvolvimento de pesquisas com esses objetivos constituem uma valiosa

contribuigdo a area de diagndstico de inflamacgao e infecgao.
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CAPITULO |

CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E ESTUDOS IN VITRO DE
INTERAGCOES DE LIPOSSOMAS pH-SENSIVEIS COM O SISTEMA
COMPLEMENTO

RESUMO

A ativacdo do sistema complemento € um passo importante na aceleragdao do
clearance de lipossomas pelo sistema fagocitario mononuclear (SFM) e as
anafilatoxinas liberadas apds a ativacdo do complemento podem provocar inumeras
alteracgdes fisiopatoldgicas expressas como reagdes de hipersensibilidade (RHS). No
presente estudo, foi realizado a caracterizacao fisico-quimica e estudos in vitro da
interagdo do sistema complemento com lipossomas pH-sensiveis convencionais e
de longa circulagdo bem como com lipossomas n&o-pH-sensiveis convencionais e
de longa circulagdo. Os lipossomas foram caracterizados pelo diametro, potencial
zeta e microscopia de forga atdmica (MFA). O estudo da interagao dos lipossomas
com o sistema complemento foi conduzido em soro de rato usando um ensaio
hemolitico. O didmetro médio dos lipossomas foi semelhante em todas as
preparagdes (entre 99,8 + 3,9 nm e 124,3 + 5,1nm) e apresentaram uma boa
homogeneidade (indice de polidispersédo < 0,25). O potencial zeta foi negativo para
todas as preparagdes, exceto para lipossomas preparados com
aminoPolietilenoglicol,o00 acoplado a distearilfosfatidilcolina (aPEG2000-DSPE), os
quais apresentaram potencial zeta positivo. As imagens de MFA mostraram que
lipossomas pH-sensiveis convencionais sdo propensos a agregacao das vesiculas e,
portanto, apresentam menor estabilidade. Os lipossomas n&do-pH-sensiveis ativaram
o sistema complemento enquanto os lipossomas pH-sensiveis mostraram ser menos

ativadores do complemento.
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1 INTRODUGAO

O sistema complemento (SC) € constituido tanto por proteinas plasmaticas quanto
por proteinas de membranas celulares, as quais estdo envolvidas na defesa imune
inata ou adquirida. Essas proteinas também desempenham papel importante na
remogao de imunocomplexos e materiais particulados da circulagdo sanguinea. Para
que o SC exerga suas fungdes ele deve ser ativado, originando assim uma série de
fragmentos com diferentes caracteristicas e fungdes especificas. A ativagdo das
proteinas do complemento ocorre por trés caminhos conhecidos como: classico,
alternativo e lectinas. Cada um deles é desencadeado por fatores diferentes, sendo
o inicio da ativagao diferente para cada um, mas que convergem em uma via comum
a partir da formagao de C3b (COLLINS, 1999; KIRSCHFINK e MOLLNES, 2003;
PEREIRA e BOGLIOLO, 2000). A ativacdo do SC gera componentes opsénicos,
resultando na fagocitose e remogéo de particulas pelo SFM. Um dos métodos para
avaliar a atividade funcional do complemento pelos caminhos classico e alternativo é
o ensaio hemolitico (SEELEN et al., 2005).

Vesiculas fosfolipidicas, conhecidas como lipossomas, tém sido usadas para a
vetorizagdo e liberagdo controlada de varias drogas bem como de agentes de
diagndstico. A deposicédo de proteinas do complemento ativadas sobre a superficie
dos lipossomas € um fator critico na sua velocidade de depuracao pelo SFM. Assim,
muitas das potenciais aplicagdes dos lipossomas requer uma minimizacido da
depuracdo SFM com o concomitante aumento do seu tempo de circulagdo na
corrente sanguinea. Tem sido relatado que a inclusdo de moléculas anfipaticas tais
como polietilenoglicois (PEG) na composigdo dos lipossomas pode reduzir
significativamente a sua captacédo pelo SFM e, consequentemente, resultar em um
tempo de circulagdo prolongado (ALLEN et al., 1991; CHONN e CULLIS, 1992;
KLIBANOV et al., 1990; MORI et al., 1991). Além disso, tem sido mostrado que os
lipossomas podem causar RHS, as quais ndo envolvem IgE, mas que, também,
surgem como uma consequéncia da ativagdo do SC. A frequéncia da ocorréncia das
RHS, observada através do uso de drogas lipossomais comercialmente disponiveis,
€ muito ampla, estando compreendida entre 3% e 45% (SZEBENI, 1998, 2001,
2005).
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Varios fatores tém sido descritos como responsaveis pela ativagdo do complemento
pelos lipossomas, tais como tamanho, polidispersdo, composicao, fluidez da
membrana, conteudo de colesterol e carga superficial (AWASTHI et al., 2003;
DEVINE e BRADLEY, 1998; MOGHIMI e SZEBENI, 2003; NAGAYASU et al., 1999;
SZEBENI, 2005). Desta forma, € extremamente importante conhecer as interagdes

dos lipossomas com o SC.

Neste contexto, o presente estudo investigou a interagdo do sistema complemento
com lipossomas pH-sensiveis convencionais e de longa circulagdo bem como com
lipossomas nao-pH-sensiveis convencionais e de longa circulagdo. Nosso interesse
em avaliar a habilidade dos lipossomas pH-sensiveis em induzir a ativagcdo do
complemento é devido ao potencial uso desses sistemas de liberacdo como
carreador de drogas e de agentes de imagem para cintilografia. Muitos estudos tém
avaliado o uso desses lipossomas como sistemas de liberagdo de drogas para o
tratamento de tecidos patologicos, tais como tumores, areas inflamadas e infectadas,
0s quais apresentam um meio acido quando comparado ao meio do tecido normal
(JUNIOR et al., 2007; SIMOES et al., 2004). Os lipossomas pH-sensiveis
convencionais e de longa circulagao consistram de DOPE/CHEMS e aPEGzpo-
DSPE ou mPEG2000-DSPE/DOPE/CHEMS, respectivamente. Lipossomas nao-pH-
sensiveis convencionais e de longa circulagdo também foram preparados e a
ativacdo do complemento produzida por eles foi comparada com os respectivos
lipossomas  pH-sensiveis. Esses lipossomas foram  compostos de
dioleilfosfatidilcolina (DOPC), colesterol (COL) e mPEG2000-DSPE ou aPEG2gg0-
DSPE. Além disso, foram preparados lipossomas vazios com composicao lipidica e
diametro médio equivalentes ao produto comercializado Doxil®, os quais foram
utilizados como controle positivo no ensaio do complemento. Esses lipossomas
continham de mMPEGy0-DSPE/fosfatidilcolina de soja totalmente hidrogenada
(HSPC)/COL. E conhecido que esses lipossomas sdo capazes de induzir RHS
(ALBERTS e GARCIA, 1997; CHANAN-KHAN et al., 2003; GABIZON e MARTIN,
1997; SZEBENI et al., 2002).

A caracterizagéao fisico-quimica (diametro médio e potencial zeta) foi realizada para
todas as formulacbes de lipossomas. Para as formulagbdes de lipossomas pH-

sensiveis foram feitas, também, analises morfolégicas usando microscopia de forca
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atbmica (MFA). Finalmente, a ativagao do complemento induzida por lipossomas foi
avaliada usando um ensaio hemolitico funcional em soro de rato previamente
exposto aos lipossomas (BRADLEY et al., 1998; CHONN et al., 1991; DEVINE et al.,
1994; MARJAN et al., 1994).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

DOPC, DOPE, mPEGyy-DSPE e HSPC foram adquiridos da Lipoid GmbH
(Alemanha). O aPEG2000-DSPE foi comprado da Avanti Polar Lipids (EUA). CHEMS
e COL foram comprados da Sigma Chemical Company (EUA). Todos os outros

reagentes usados foram de grau analitico.

2.2 Métodos

2.2.1 Preparacgao dos lipossomas

Diferentes preparagdes de lipossomas foram usadas. A composicéao lipidica, a razao
molar e a caracteristica de cada preparagcdo encontram-se descritas na Tabela 1.
Inicialmente, os lipides foram dissolvidos em cloroféormio e aliquotas destas solugdes
de lipides foram transferidas para um baldao de fundo redondo e utilizando um
evaporador rotativo (Buchi R215, Suica) sob pressao reduzida foi formado o filme
lipidico. Em seguida, o filme lipidico foi hidratado com tamp&o Hepes (10 mM Hepes,
145 mM NaCl, pH 7,4) a temperatura ambiente. A dispersdo de vesiculas
multilamelares obtida foi submetida a ciclos de 10 extrusdes através de membranas
de policarbonato (Millipore, EUA) de 0,4 um, 0,2 ym e 0,1 um usando um extrusor de
pressdo média (Lipex Biomembranes Inc., Canada). A concentragédo de fosfolipides
foi determinada usando o método colorimétrico descrito por Bartlett (1959). Os

lipossomas foram estocados a 4 °C, em atmosfera de nitrogénio.
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Tabela 1. Composicéo lipidica, razdo molar e tipo de preparacao de lipossomas.

Amostra Composicao Razao Molar Tipo

Lipossomas nao-pH-

1 DOPC/COL 7/3 g '
sensivel convencional

Lipossomas pH-sensivel

2 DOPE/CHEMS 7/3 _
convencional

3 MPEGz00,-DSPE/DOPC/COL 6,500,5/3,0  -iPossomasndo-pH-
sensivel de longa circulagao

4 MPEGa000-DSPE/HSPC/COL 0,5/55/4,0  LiPossomasnao-ph-
sensivel de longa circulagéo

5 MPEG,00-DSPE/DOPE/CHEMS 6,500,530  iPossomas phi-sensivel de
longa circulagéo

6 aPE G2000-DSPE/DOPC/COL 6,5/05/30  -lPossomasnao-ph-
sensivel de longa circulagao

7 aPEGy00,-DSPE/DOPE/CHEMS 6,5/0,5/3.0 Lipossomas pH-sensivel de

longa circulagao

2.2.2 Caracterizagao dos lipossomas

2.2.2.1 Diametro médio das vesiculas

O diadmetro médio e a distribuicdo do tamanho das vesiculas (indice de
polidispersao) foram determinados por espectroscopia de correlagao de fétons, a
25 °C a um angulo de 90°, utilizando um contador de particulas equipado com raio
laser monocromatico (Zetasizer 3000HS, Malvern Instruments, Inglaterra). A analise
€ realizada em meio liquido e mede o volume hidrodindmico das particulas

atribuindo-se teoricamente a elas um formato esférico.

Amostras das diferentes preparacdes de lipossomas foram diluidas em tampao
Hepes pH 7,4 filtrado em filtro de 0,45 ym (50 pL de lipossomas em 5 mL de tampao
Hepes), para se obter uma contagem adequada de particulas. O indice de

polidispersao das vesiculas foi avaliado pela analise monomodal. Este indice avalia
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a distribuicdo da populacdo de particulas em torno de um tamanho meédio de

particula. As determinacdes foram realizadas em ftriplicata.

2.2.2.2 Potencial zeta

A carga da superficie das vesiculas pode ser avaliada com base nas medidas do
potencial zeta que é o potencial elétrico tedérico entre 0 ambiente aquoso e uma
regido difusa de carga predominante oposta a superficie da célula. Este potencial
pode ser calculado medindo-se a mobilidade eletroforética celular em um campo

elétrico.

O potencial zeta foi determinado por espalhamento dindmico da luz e analise da
mobilidade eletroforética das vesiculas utilizando o equipamento Zetasizer 3000HS
(Malvern Instruments, Inglaterra). As medidas foram feitas em triplicata com a

mesma preparacao utilizada para determinagao de diametro.

2.2.2.3 Microscopia de forgca atomica (MFA)

A analise morfolégica dos lipossomas pH-sensiveis convencionais e de longa
circulacao foi realizada por MFA utilizando os equipamentos Multimode e Dimension
3000, ambos monitorados por controlador Nanoscope llla (Digital Instruments, Santa
Barbara, CA, EUA), na Fundagdo Centro Tecnoldgico de Minas Gerais (CETEC-
MG).

Na MFA, uma sonda de silicio € suavemente forcada sobre a amostra e, a medida
que ela se move ao longo da superficie da amostra, seus movimentos s&o
registrados e uma imagem tridimensional é produzida (NEVES et al.,, 1998). As
amostras foram preparadas de forma semelhante a descrita por Ruozi et al. (2005) e
Tavares et al. (2006). As imagens foram obtidas pela medida das forgas de interagc&o
entre a sonda e a superficie da amostra. Os experimentos foram conduzidos no ar e
a temperatura ambiente, operando no modo contato intermitente, utilizando sondas

de silicio (Nanosensors) com 228 um de comprimento, freqiéncia de ressonancia
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entre 75 e 98 khz e raio de curvatura nominal de 5 a 10 nm. Aproximadamente 10
ML de cada amostra foram depositadas sobre a superficie da mica clivada no
momento do uso. As amostras, logo apos a deposi¢gao na superficie da mica, foram
secadas utilizando jatos de argbnio. A mica €& um mineral com superficie
atomicamente plana e com plano basal de clivagem muito baixo, permitindo sua facil
utilizagao. Depois, um jato de argdnio foi aplicado para eliminar o excesso de agua.

A varredura foi realizada com velocidade de 2 Hz e resolugdo de 256 x 256 pixels.

2.2.3 Estudos in vitro da atividade do complemento

O ensaio hemolitico (CH50) usando hemacias de carneiro sensibilizadas com
anticorpos IgM monoclonal anti-eritrécitos de carneiro foi realizado para medir a
atividade residual do complemento no soro de rato apds incubagdo com os
lipossomas, como previamente descrito por outros autores (DEVINE et al., 1994;
MARJAN et al., 1994). A Figura 1 mostra o diagrama esquematico do fundamento

deste método.
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Figura 1. Diagrama esquematico da reagéo de ativagdo do complemento em soro de rato
exposto aos lipossomas. Adaptado de CALICH e VAZ (1989).
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2.2.3.1 Obtencao do soro de rato

Como fonte de proteinas do complemento foi usado o soro de rato como descrito por
outros autores com pequenas modificagdes (MARJAN et al., 1994; PLATTS-MILLS e
ISHIZAKA, 1974). O soro de rato foi obtido do sangue total de ratos Wistar, machos,
com pesos de 350 + 50 g. Os animais (n=6) foram anestesiados por via
intraperitoneal com solugdo de cetamina (60 mg/kg) e xilazina (7,5 mg/kg),
sacrificados por decapitagédo e o sangue coletado em tubos falcon de 15 mL. Apds
coagulagdo do sangue a temperatura ambiente (cerca de 30 minutos) fez-se a
centrifugacdo em 740 g por 10 minutos (Centrifuga BABY® - 206 BL, FANEM, Brasil)
para separacdo das células vermelhas. O pool do soro foi distribuido em tubos

ependorff de 1,5 mL e estocado em freezer a -70 °C.

Todos os protocolos foram aprovados pelo CETEA da Universidade Federal de
Minas Gerais e estdo em conformidade com o guia para o cuidado e uso de animais

de laborat6rio recomendado pelo Institute of Laboratory Animal Resources.

2.2.3.2 Sensibilizagao do soro de rato com lipossomas

O soro de rato foi tratado com quantidades variaveis de fosfolipides. Os lipossomas
(concentragao lipidica total 20 mM) foram diluidos em tampao veronal (4,9 mM
barbital sédico, 142 mM NaCl, pH 7,3-7,4) contendo 0,5 mM de cloreto de magnésio
e 0,15 mM de cloreto de calcio (STV?).

O soro de rato sensibilizado com lipossomas foi preparado incubando, por 30
minutos a 37 °C, 100 uL da preparacéo de lipossomas diluida com 100 L do soro
previamente diluido 1:3 com STV?*. Apds incubacdo, foram adicionados 300 L de

STV gelado e mantidos em banho de gelo para interromper a reagéo.

Como controle do complemento ativo do soro ndo exposto aos lipossomas, 100 yL
de STV e 100 pL do soro diluido 1:3 com STV?* foram incubados nas mesmas
condicbes e submetidos, também, ao ensaio hemolitico. Este tubo teve como

finalidade o controle do percentual maximo de hemolise.
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2.2.3.3 Ensaio Hemolitico

Neste teste foi avaliada a atividade do complemento residual, ou seja, o restante do
complemento presente no soro do rato que nao interagiu com os lipossomas apos
exposicdo a diferentes concentragcdes de fosfolipides dos diversos tipos de
lipossomas testados. Para tanto, foram utilizadas hemacias de carneiro
sensibilizadas com anticorpos (hemolisina), medindo-se o grau de lise das hemacias

mediada pelo complemento por meio da dosagem de hemoglobina liberada.

2.2.3.3.1 Preparo do sistema hemolitico (SH)

Inicialmente, o sangue de carneiro foi lavado trés vezes com solugao de cloreto de
sédio 0,9% (p/v), centrifugando em 470 g por 10 minutos (Centrifuga BABY® - 206
BL, FANEM, Brasil). Em seguida, as hemacias foram suspensas em STV? para
obter uma concentragdo de 5% v/v (aproximadamente 5 x 10® células/mL) (CALICH
e VAZ, 1989). Esta concentragao foi ajustada por meio da avaliagdo da densidade
oOtica resultante da lise de 0,1 mL de suspensao de hemacias com 0,9 mL de agua, a
qual deve apresentar uma leitura entre 52 e 5,4 de transmitancia em
espectrofotometro (Schimadzu UV 1240, Japao) a 414 nm (LIMA et al., 1992).

A suspensao obtida foi incubada com igual volume de uma solugdo de hemolisina

1:5000 por 15 minutos a 37 °C, constituindo o SH a ser usado no ensaio.

2.2.3.3.2 Titulagao do complemento residual

Neste ensaio, 50 pyL do soro previamente exposto aos fosfolipides foram incubados,
por 30 minutos a 37 °C, com 50 pL do SH. Apds incubagdo foram adicionados 2 mL
de STV?* gelado e os tubos transferidos para um banho de gelo para inibir alguma
posterior hemolise. As hemacias n&o lisadas foram removidas por centrifugacéo (470
g, 5 minutos) e a percentagem de células lisadas foi determinada pela quantidade de
hemoglobina liberada por meio da leitura da absorbancia em espectrofotdmetro

(Schimadzu UV 1240, Japao) a 414 nm. A lise das hemacias esta diretamente
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relacionada com a quantidade de complemento residual ativo no soro do rato apos
exposig¢ao aos lipossomas. Um menor nivel de complemento ativo apds exposigao
aos lipossomas ¢ interpretado como evidéncia de consumo de complemento durante

a incubagao do soro e lipossomas.

Foram preparadas, em paralelo, amostras branco contendo a mesma quantidade de
fosfolipides presente nas amostras teste e STV?*. Estas amostras tiveram como
objetivo determinar a contribuigdo dos lipossomas nas leituras das amostras teste,

uma vez que eles nao foram retirados do meio (“efeito matriz”).

Para o calculo da percentagem de hemolise, o valor da leitura da amostra branco foi
diminuido do valor obtido na amostra teste da concentracdo fosfolipidica

correspondente.

2.3 Analise Estatistica

Todos os resultados foram apresentados como média + d.p. Os dados foram
analisados estatisticamente por ANOVA one-way e corrigidos pelo teste de
comparagao multipla de Dunett usando o programa Prism 4 (GraphPad Software,
Inc., EUA). Para todas as analises adotou-se o intervalo de confianga de 95%, sendo
que as diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor

de p foi menor ou igual a 0,05 (p < 0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagao dos Lipossomas

3.1.1 Diametro e potencial zeta

Os valores para o diametro médio e o potencial zeta dos lipossomas podem ser
vistos na Tabela 2. As preparacdes apresentaram vesiculas com didmetros médios
compreendidos entre 99,8 nm e 124,3 nm, mostrando uma boa homogeneidade na

distribuicao do tamanho das particulas, como indicado pelo indice de polidispersao.

Tabela 2. Didmetro, indice de polidispersdo, mobilidade eletroforética e potencial zeta de
lipossomas pH-sensiveis convencionais e de longa circulacdo bem como de lipossomas
nao-pH-sensiveis convencionais e de longa circulagao

ComposigZo lipidica Diametro indice de I iCR NECS PO REA
(nm) polidispersao (um.cm/V.s) (mV)

DOPC/COL 106,3+4,5 0,10 £ 0,01 -0,59+0,09 -7,5+3,0
DOPE/CHEMS 1216+6,6 0,24 +£0,09 -1,563+0,17 -19,5¢ 2,1
MPEG2000-DSPE/DOPC/COL 99,8 + 3,9 0,08 + 0,01 -0,33+0,09 -42+1,1
MPEG2000-DSPE/HSPC/COL 111,5 £ 3,1 0,06 £ 0,01 -0,43+0,07 -53+%0,9
MPEG2000-DSPE/DOPE/CHEMS  117,6 £4,2 0,22 + 0,03 -0,51+0,15 -58+20
aPEG200-DSPE/DOPC/COL 105,3 £ 1,1 0,07 £ 0,01 0,30 £ 0,07 3,9+0,9
aPEG200-DSPE/DOPE/CHEMS  124,3 + 5,1 0,23 £ 0,03 0,78 £ 0,07 92+11

Valores sdo expressos pela média + d.p. (n = 3)
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Este indice reporta a distribuicdo do tamanho das vesiculas dentro da dispersao e
varia de 0,0 a 1,0 para sistemas totalmente monodisperso e completamente
polidisperso, respectivamente. Muitos estudos tém demonstrado que lipossomas
convencionais ou modificados com PEG com didmetros entre 100 nm e 200 nm
apresentam maior vida média de circulagdo sanguinea (AWASTHI et al., 2003;
ISHIDA et al., 1999; LITZINGER et al.,, 1994). O menor tamanho dos lipossomas
reduz seu reconhecimento pelo sistema complemento e dessa maneira, prolonga

seu tempo de circulagéo no sangue.

Lipossomas estericamente estabilizados com MPEG2000-DSPE ou aPEG2p00-DSPE
apresentaram potenciais zeta negativo e positivo, respectivamente. Estes valores de
potenciais zeta encontrados neste estudo sao semelhantes aqueles observados por
Woodle et al. (1992) e Zalipsky et al. (1994). Para os lipossomas contendo
MPEG2000-DSPE foi observada uma pequena mobilidade eletroforética e, portanto,
um menor valor de potencial zeta. De acordo com Woodle et al. (1992), bicamadas
contendo mPEG-DSPE exibem um potencial de superficie negativo mas uma
reduzida mobilidade eletroforética. O grupo amino da molécula de DSPE é
derivatizado e nao pode ser protonado e a ionizagao do grupo fosfato em pH neutro
gera uma carga negativa. Apesar do potencial de superficie negativo, a reduzida
mobilidade eletroforética pode ser atribuida a uma grande resisténcia hidrodinamica

devido a contribuigao estérica do mPEG.

Por outro lado, os lipossomas contendo aPEGyp0-DSPE mostraram um potencial
zeta positivo e, como nos lipossomas modificados com MPEGyy0-DSPE, uma
reduzida mobilidade eletroforética. Segundo Zalipsky et al. (1994), lipossomas
preparados com aPEGy00-DSPE, um fosfolipide neutro e zwiterionic, apresentam
carga superficial positiva devido ao grupo amino que se encontra na por¢ao terminal
do polimero e, portanto, no exterior das vesiculas. Em pH neutro esse grupo amino
terminal é protonado e, assim, € carregado positivamente. Ao contrario, 0 grupo
fosfato da molécula de DSPE apresenta carga negativa em meio fisiolégico. Dessa
maneira, tem-se uma carga resultante neutra na molécula global de aPEGp0-DSPE.
Porém, a separagao relativamente grande entre o grupo amino positivo e 0 grupo
fosfato negativo, proporcionada pela cadeia do PEG, efetivamente resulta em uma

superficie positiva como determinada pelo potencial zeta.
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3.1.2 Imagens de MFA

A MFA é uma poderosa técnica de caracterizagao de lipossomas, sendo usada para
analisar sua morfologia, distribuicdo de tamanho e presenga ou auséncia de fuséo e
ou agregacao (MOZAFARI et al., 2005). Esta técnica possibilita a observacédo da
amostra em trés dimensdes com a reconstrucdo exata dos aspectos morfologicos da
sua superficie, sendo a preparacdo da amostra rapida e facil, tornando-se
desnecessario a aplicagdo de vacuo e a metalizagdo da amostra com ouro (GARG e
KOKKOLI, 2005; NEVES et al., 1998).

As imagens obtidas dos lipossomas pH-sensiveis convencionais e de longa
circulagcao através da MFA sdo mostradas na Figuras 2 a 4. Os lipossomas pH-
sensiveis convencionais (DOPE/CHEMS) apresentaram uma forma esférica e uma
grande variagdo no tamanho das vesiculas (117 nm a 580 nm) (Figura 2). Isto
sugere a ocorréncia de fusdo de lipossomas, como também foi observado por
Tavares et al. (2006) para lipossomas de composigao similar. Este fendmeno de
fusdo pode ser resultante de interagdes entre o substrato mica e a superficie dos
lipossomas. Entretanto, essa instabilidade fisica dos lipossomas DOPE/CHEMS
também foi observada pelo método de espectroscopia de correlacdo de fotons

durante o periodo de armazenagem.

Os lipossomas pH-sensiveis contendo mMPEG2000-DSPE (Figura 3) ou aPEG2g0-
DSPE (Figura 4) na bicamada lipidica apresentaram estruturas esféricas menores e
isoladas (aproximadamente 135 nm). A distribuicdo de tamanho nestas preparagdes
foi homogénea e os lipossomas nao mostraram tendéncia de espalhar-se sobre a
superficie do substrato, revelando, assim, uma maior estabilidade. Estas
observagbes indicam que o0 PEG200-DSPE tem um papel importante na

estabilizagcao das vesiculas.
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Figura 2. Imagens topograficas de lipossomas compostos de DOPE/CHEMS obtidas por
microscopia de forga atémica (modo contato intermitente) sobre substrato mica.
A - Visao tridimensional. B - Perfil topografico (10 x 10 uym).



Capitulo | — Caracterizagéo fisico-quimica e estudo in vitro das interagfes de
lipossomas pH-sensiveis com o sistema complemento 66

A

Digital Instruments NancScope
Scan size .86 pm
Scan rate 2.001 Wz
Number of zamples 256

Surface distance 156.99 nm
Horiz distance(L) 156,25 Am
Vvert distance 3.819 nm
Argle 400 ®

Surface distance 117 &7
Horiz distance 117.19 nm
wert distance P e T
Angle @10 ©

Surface distance 115.01 nm
Horiz distance 117.19 nm
wert distance 4.031 nm
Angle 1.9vy0 °

Section Analysis

Figura 3. Imagens topogréficas de lipossomas compostos de MPEG;;00-DSPE/DOPE/
CHEMS obtidas por microscopia de for¢ga atémica (modo contato intermitente)
sobre substrato mica. A - Visao tridimensional. B - Perfil topografico (10 x 10 um).
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Figura 4. Imagens topograficas de lipossomas compostos de aPEG;,00-DSPE/DOPE/
CHEMS obtidas por microscopia de for¢ca atdbmica (modo contato intermitente)
sobre substrato mica. A - Visao tridimensional. B - Perfil topografico (10 x 10 ym).
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3.2 Estudos in vitro da Atividade do Complemento

A influéncia da composi¢ao dos lipossomas e da quantidade de fosfolipides sobre a
ativagdo do complemento em soro de rato € demonstrada nas Figuras 5 a 7. Um
ensaio hemolitico no qual o soro de rato, previamente exposto a diferentes
formulacdes de lipossomas em concentragdes fosfolipidicas variaveis, reagiu com
hemacias de carneiro sensibilizadas com anticorpos foi usado para avaliar o efeito
da exposicdo aos lipossomas sobre a atividade funcional do complemento. Na
auséncia de fosfolipides observou-se que ocorreram 100% de lise dos eritrocitos de
carneiro, indicando nenhum consumo de complemento. Entretanto, na presenca de
algumas formulagdes de lipossomas e quantidades de fosfolipides ocorreu uma
menor lise das células, indicando consumo de complemento do soro de rato durante

exposicao aos lipossomas.

A ativacdo do sistema complemento por lipossomas in vivo pode ter efeitos além da
opsonizacdo mediada pelo complemento. Os produtos gerados no processo de
ativagdo do complemento podem ter efeitos fisioldgicos significativos. Isto é
particularmente um problema em animais sensiveis que recebem estas preparacdes
sob a forma injetavel. Os fragmentos anafilaticos do complemento sdo normalmente
inativados pela acdo de carboxipeptidases do soro; entretanto, em situacdes onde a
taxa de producédo de fragmentos da ativacdo excede sua inativagao pode ocorrer
anafilaxia expressa como reacdes de hipersensibilidade (DEVINE e BRADLEY,
1998). Estudos tém demonstrado que algumas caracteristicas fisico-quimicas dos
lipossomas fazem deles ativadores do complemento dentre as quais o tamanho, a
carga superficial, a composicéao lipidica, a fluidez da membrana e o revestimento da
superficie (DEVINE e BRADLEY, 1998; ISHIDA et al., 1997; MOGHIMI e SZEBENI,
2003).

Inicialmente, ndés comparamos a ativagdo do complemento induzida pelos
lipossomas convencionais compostos de DOPC/COL e DOPE/CHEMS (Figura 5).
Para todas as quantidades de fosfolipides investigadas foi observada uma menor
percentagem de lise dos eritrocitos de carneiro na presencga de soro de rato exposto
aos lipossomas DOPC/COL, indicando um maior consumo de complemento por

estes lipossomas quando comparado com os lipossomas compostos de
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DOPE/CHEMS. Esse resultado pode, possivelmente, ser atribuido a presenca de

grupos fosforilcolina das moléculas de DOPC e ao uso de CHEMS no lugar do COL.
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Figura 5. Consumo de complemento em soro de rato (1:3) previamente incubado (30 min,
37°C) com lipossomas pH-sensiveis ou ndo convencionais em diferentes
concentragdes. A atividade do complemento residual, expressa como % lise dos
eritrocitos, foi medida pela hemolise de eritrécitos de carneiro sensibilizados com
anticorpos. * Indicam uma diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao
controle (auséncia de fosfolipides) (Teste de Dunett, p < 0,05).

Lipossomas contendo grandes quantidades de fosfatidilcolina apresentam densas
areas de grupos fosforilcolina na membrana. E conhecido que a proteina C reativa
(PCR) presente no soro € capaz de ativar o complemento pela via classica anticorpo
independente através de sua ligacdo covalente a residuos fosforilcolina sobre a
membrana lipossomal (DEVINE e BRADLEY, 1998; ISHIDA et al., 2001; SEMPLE et
al., 1998).

O CHEMS é um éster derivado do COL e pode formar vesiculas pH-sensiveis
quando incorporado em bicamadas contendo fosfatidiletanolamina (DING et al.,
2005; SIMOES et al., 2004). O mecanismo pelo qual o CHEMS age como um

estabilizador da membrana nao é totalmente conhecido. Estudos sugerem que todo
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o grupo succinico do CHEMS poderia se encaixar dentro da cabeca polar dos
fosfolipides da bicamada e, o anel esterol ficaria na mesma posigdo como quando se
utiiza o COL (Figura 6). Desta forma, as moléculas de CHEMS possuem a
habilidade de interagir com as moléculas de fosfolipides através da formagéo de
ligacbes de hidrogénio e atragdes eletrostaticas entre seu grupo carboxilico aniénico
e grupos amino positivo da cabeca polar dos fosfolipides. Estas interagbes podem
produzir bicamadas mais compactas e estaveis do que as bicamadas contendo COL,

as quais possuem apenas interagdes de ligagdes de hidrogénio (DING et al., 2005).
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Figura 6. Diagrama esquematico da interacao de fosfolipides (DPPC) com hemisuccinato de
colesterila (CHEMS) e colesterol (CHOL). Fonte: DING (2005).

Além disso, o conteudo de COL na bicamada dos lipossomas parece determinar o
caminho pelo qual o sistema complemento é ativado. Concentragdes entre 22 mol%
e 33 mol% ativam a via classica, através de IgG ou PCR, enquanto concentragdes
maiores do que 44 mol% ativam a via alternativa (ISHIDA et al., 2001). Estudos
sugerem que o grupo hidroxila do COL constitui sitio de ligacdo para fragmentos C3

nos lipossomas. Assim, a esterificagdo do grupo hidroxila poderia prevenir a
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deposicdo de fragmentos C3 sobre a superficie dos lipossomas causando
significativa redugao na ativagcdo do complemento. A mesma redugao na ativagao do
complemento foi observada com o uso de éter metil colesterila no lugar do COL na

composicao dos lipossomas (ISHIDA et al., 2000).

Quanto aos lipossomas de longa circulagéo, foi observado que os lipossomas pH-
sensiveis contendo tanto mMPEG,p00-DSPE quanto aPEG2p00-DSPE mostraram ser
menos ativadores do sistema complemento quando comparados aos respectivos
lipossomas nao-pH-sensiveis (Figura 7). Os lipossomas pH-sensiveis foram capazes
de induzir a ativacdo do complemento somente em quantidades de fosfolipides a
partir de 8 nmol. Nés esperavamos uma menor ativagcdo do complemento com a
incorporacao das cadeias de mMPEG2000-DSPE ou aPEG2000-DSPE na bicamada dos
lipossomas; entretanto, isto ndo foi observado. Alguns estudos tém relatado que
lipossomas contendo PEG sao propensos a opsonizagao por varias proteinas do
soro, tais como componentes do sistema complemento e imunoglobulinas, apesar da
presenca da barreira estérica promovida pelo polimero PEG. Assim, parece que a
incorporagdo de PEG na bicamada lipossomal ndo suprime, necessariamente, a
opsonizacdo pelo complemento. Estes estudos, porém, ndo mostram se as
opsoninas estdo associadas com o polimero protetor, com outros componentes da
superficie da particula ou com ambos (ISHIDA et al., 2006; MOGHIMI e SZEBENI,
2003).

Tem sido sugerido que o grupo fosfato carregado negativamente em meio fisiolégico,
em todos os fosfolipides € o epitopo do anticorpo envolvido na ativacdo do
complemento (CHONN et al., 1991; MOGHIMI e SZEBENI, 2003). Assim, € provavel
que a ativagdo do complemento observada neste estudo seja devido a densidade
das cadeias de mMPEG200-DSPE ou aPEGy00-DSPE na superficie dos lipossomas, a
qual ndo foi suficiente para mascarar os grupos fosfatos carregados negativamente
e, dessa maneira, evitar a interagdo dos lipossomas com as proteinas do

complemento.
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Figura 7. Consumo de complemento em soro de rato (1:3) previamente incubado (30 min,
37°C) com lipossomas pH-sensiveis ou ndo de longa circulacdo em diferentes
concentracdes. A atividade do complemento residual, expressa como % lise dos
eritrocitos, foi medida pela hemolise de eritrécitos de carneiro sensibilizados com
anticorpos. * Indicam uma diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao
controle (auséncia de fosfolipides) (Teste de Dunett, p < 0,05).
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Por outro lado, lipossomas de longa circulagao nao-pH-sensiveis foram capazes de
induzir a ativacdo do complemento em todas as quantidades de fosfolipides
investigadas. Estes resultados corroboram a influéncia de outros fatores envolvidos
nas interacdes entre os lipossomas e o sistema complemento. Como observado para
os lipossomas convencionais nao-pH-sensiveis, parece que a presenga de grupos
fosforilcolina e o colesterol na sua composigao contribuem para uma maior ativagcao
do complemento. Finalmente, como esperado, lipossomas vazios compostos de
MPEG2000-DSPE/HSPC/COL, semelhantes ao Doxil® tanto em composi¢do quanto
em tamanho, usados como controle positivo no ensaio hemolitico, mostraram
significativa ativacdo do complemento (Figura 7A), como relatado por outros autores
(MOGHIMI e SZEBENI, 2003; SZEBEN!I et al., 1998, 2002, 2005).

4 CONCLUSAO

Para obter sucesso no uso de lipossomas como carreadores de drogas ou agentes
de imagens torna-se necessario o estudo da sua composigdo, das suas
caracteristicas fisico-quimicas e do seu comportamento biolégico. Em nosso estudo,
lipossomas convencionais e de longa circulacdo pH-sensiveis foram avaliados
quanto ao seu tamanho, potencial zeta, morfologia e habilidade para induzir ativagéo
do sistema complemento. Ambos os tipos de lipossomas pH-sensiveis mostraram
tamanhos homogéneos apds sua preparagcao. Valores de potencial zeta negativo
foram encontrados para DOPE/CHEMS e mPEG2y0-DSPE/DOPE/CHEMS,
enquanto valor de potencial zeta positivo foi observado para aPEGagoo-
DSPE/DOPE/CHEMS. A analise morfoldgica revelou uma maior estabilidade de
lipossomas pH-sensiveis de longa circulagdo quando comparados aos lipossomas
convencional pH-sensiveis. A presengca de PEGyy contribuiu para uma maior
estabilizacdo dos lipossomas pH-sensiveis. Os lipossomas pH-sensiveis
convencionais e de longa circulagdo mostraram ser fracos ativadores do sistema
complemento em soro de rato. Esses resultados sdo consequéncias de varios
fatores, tais como seu pequeno tamanho, a presenca de PE e CHEMS no lugar de
derivados de PC e COL, respectivamente, na membrana lipossomal. Assim, esses
resultados fornecem informacdes uteis no desenvolvimento desses lipossomas para

uso em terapéutica humana.
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CAPITULO II

ESTUDO DE BIODISTRIBUIGAO E IDENTIFICAGAO DE SiTIOS
INFLAMATORIOS USANDO LIPOSSOMAS pH-SENSIVEIS DE
LONGA CIRCULAGAO MARCADOS COM TECNECIO-99m

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar a biodistribuicdo e a habilidade de lipossomas
pH-sensiveis de longa circulagdo radiomarcados com 9MT¢ para identificar regioes
inflamadas em um modelo experimental de inflamacgao focal em rato. Os lipossomas
pH-sensiveis de longa circulagdo contendo glutationa encapsulada foram marcados
com ®™Tc-HMPAO. Os lipossomas pH-sensiveis de longa circulagdo radiomarcados
com (¥*™Tc-LpHS) foram administrados, intravenosamente, em ratos machos Wistar
com inflamagéao induzida por injegdo subplantar de carragenina na pata direita. Em
intervalos de tempos pré-estabelecidos os animais foram anestesiados, sacrificados
e os tecidos foram removidos e analisados pela determinagao da radioatividade
usando um cintilador de pogo automatico. Imagens cintilograficas também foram
obtidas com 2, 4 e 8 horas ap6s administragdo intravenosa dos **"Tc-LpHS. Os
9MTc-LpHS foram significativamente captado pelo baco [19,21 + 2,98% dose
injetada (% Dl)/g apdés 30 minutos da injegao]. Baixos niveis de radioatividade foram
encontrados no figado, pulmdes e rins. Além disso, a captacdo dos *"Tc-LpHS na
pata inflamada foi significativamente maior quando comparada ao respectivo
controle (0,386 * 0,059% Dl/g e 0,215 + 0,018% Dl/g apdés 2 horas da injecao,
respectivamente). O foco inflamatério pdde ser visualizado nas imagens
cintilograficas 2 horas apds administragao dos 9MTc-LpHS. O valor da relacédo entre
a radioatividade contada no sitio inflamado e ndo inflamado foi superior a cinco.
Esses resultados indicam que os *™Tc-LpHS apresentam alto tropismo para regides

inflamadas e podem ser uteis como um radiofarmaco para identificar esses focos.
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1 INTRODUGAO

As doencas inflamatérias e infecciosas sdo uma das causas mais comuns de
morbidade e mortalidade de pacientes apesar dos avangos obtidos na terapia
antimicrobiana (CIRINO, 1998; LOVE E PALESTRO, 2004). O diagndstico precoce e
a localizagdo dessas lesbes sao essenciais para o tratamento adequado. O
conhecimento da fisiopatologia dos processos inflamatorios associado ao progresso
das ciéncias radiofarmacéuticas tem impulsionado as técnicas em medicina nuclear
com relagao ao diagnéstico de inflamacgdes e infecgbes (CHIANELLI et al., 1997). A
cintilografia tem um importante papel na avaliacdo de pacientes suspeitos de
estarem acometidos por essas enfermidades, uma vez que este método baseia-se
na distribuicdo in vivo dos compostos radiomarcados, a qual é determinada pelas
caracteristicas fisiolégicas dos tecidos. Dessa forma, esse método permite a
visualizagdo de processos fisiopatoldgicos no estagio inicial, ao contrario das
técnicas convencionais de imagem que se baseiam em alteragbes anatdmicas
(BOERMAN et al., 2001; RENNEN et al., 2001, 2005).

Nas duas ultimas décadas, alguns radiofarmacos foram desenvolvidos para
aplicacdo no diagnéstico por cintilografia de inflamacdo e infecgdo, sendo o *'Ga-
Citrato e leucdcitos autdlogos marcados com '''In ou *™Tc os agentes de imagem
mais usuais na clinica médica. O ®’Ga-Citrato é de facil preparacdo, porém
apresenta uma baixa especificidade e expde o paciente a uma alta dose de
radiagdo. O uso de leucdcitos marcados com *°*"Tc é considerado “padrdo ouro”
dentre as técnicas de medicina nuclear para imagem de inflamagao e infecgao.
Entretanto, esse método envolve um longo periodo de preparagao do radiofarmaco
além de manusear sangue potencialmente contaminado o que limita seu uso
(CORSTEN e VAN DER MEER, 1999; LOVE e PALESTRO, 2004; RENNEN et al.,
2005). Assim, existe uma constante busca por novos radiofarmacos que possibilitem
a identificacdo de focos inflamatérios e infecciosos de forma rapida, com alta
sensibilidade e especificidade e, que ndo apresentem as desvantagens dos
radiofarmacos comumente usados (LAVERMAN et al., 1999; LOVE e PALESTRO,
2004; VAN EERD et al., 2005).
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Varios estudos demonstraram a viabilidade do uso de lipossomas marcados com
%MTec como agente de imagem para identificagdo de processos inflamatérios e
infecciosos (BOERMAN et al., 2000; DAMS et al., 2000,). Considerando que
lipossomas pH-sensiveis sdo sistemas carreadores de drogas para tratamento de
tecidos patoldgicos, tais como areas inflamadas e infectadas, eles sdo também
potenciais agentes de imagem para identificacdo de processos inflamatérios e
infecciosos (SIMOES et al., 2004). Até o momento, ndo é do nosso conhecimento
que exista algum estudo avaliando esse tipo de lipossoma para identificar focos
inflamatorios. Assim, neste trabalho, ndés desenvolvemos um novo radiofarmaco
baseado em lipossomas pH-sensiveis de longa circulagdo marcados com *™Tc-
HMPAO. A membrana lipossomal é composta de DOPE, CHEMS e mPEG2ypo-
DSPE. A estabilizacdo dos lipossomas em pH neutro é obtida pela presenca do
CHEMS na bicamada. Este lipide promove repulsdes eletrostaticas as quais
diminuem as interagdes intermoleculares da molécula de DOPE prevenindo, assim,
o aparecimento de propriedades fusogénicas. Entretanto, em meio acido, tais como
em areas de inflamacao e infeccdo, as moléculas de CHEMS sao protonadas e as
vesiculas tornam-se instaveis com a subseqliente liberagdo do marcador radioativo

encapsulado.

Este trabalho investiga a biodistribuicdo e a habilidade de identificagdo de focos
inflamatdrios por imagem cintilografica, através da administracdo dos *™Tc-LpHS

em ratos com inflamagao na pata direita induzida por carragenina.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

DOPE e mPEGy00-DSPE foram doados pela Lipoid GmbH (Alemanha). CHEMS,
glutationa (GSH) e carragenina foram comprados da Sigma Chemical Company
(EUA). ®*™Tc foi obtido de um gerador de molibdénio-99 (IPEN/Brasil) e o HMPAO foi
obtido por reconstituicdo do kit Ceretec® (Amersham Health, Inglaterra). O Sephadex

G-25 foi adquirido da Pharmacia® (Suécia). Todos os outros reagentes usados foram
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de grau analitico. Os ratos machos Wistar foram fornecidos pelo Biotério da
Faculdade de Farmacia/lUFMG e mantidos no laboratério de Radiois6topos da
Faculdade de Farmacia/lUFMG durante o periodo de experimentos, tendo livre

acesso a ragao e agua.

2.2 Métodos

2.2.1 Preparagao dos lipossomas

Inicialmente, aliquotas das solugbées de DOPE, CHEMS e mPEGyy-DSPE em
cloroformio (concentragdo lipidica de 80 mM; razdo molar 6,5/3,0/0,5,
respectivamente) foram transferidas para um baldo de fundo redondo e um filme
lipidico foi formado pela evaporagédo do cloroférmio em um rotavapor (Buchi R215,
Suiga) sob pressédo reduzida. O filme lipidico obtido foi hidratado, a temperatura
ambiente, com tampao Hepes pH 7,4 (10 mM Hepes, 135 mM NaCl, 5 mM EDTA)
contendo 50 mM de GSH. As vesiculas multilamelares resultantes foram submetidas
a filtragdo através de membranas de policarbonato (Millipore, EUA) de 0,4 ym, 0,2
pm e 0,1 um (10 ciclos cada) usando um extrusor de pressdao média (Lipex
Biomembranes Inc., Canada). Finalmente, a GSH nao encapsulada foi removida por
ultracentrifugagao (Ultracentrifuga Sorvall Ultra 80, EUA) em 150 000 g a 4 °C por 90

minutos.

O diametro médio e a distribuicdo do tamanho dos lipossomas contendo GSH
encapsulada foram determinados pela analise monomodal por espectroscopia de
correlacdo de fotons, a 25 °C a um angulo de 90°. A medida de diametro foi
realizada em triplicata usando o equipamento Zetasizer (Malvern Instruments,
Inglaterra). As amostras foram diluidas usando um tampao Hepes pH 7,4. A
concentracao de fosfolipides foi determinada usando o método colorimétrico descrito
por Bartlett (1959).
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2.2.2 Procedimento de marcagao

Um kit de HMPAO, comercialmente disponivel, foi marcado com *™Tc, sem adicéo
do estabilizador azul de metileno, de acordo com as instru¢des do fabricante. A
eficiéncia de marcacgéao foi determinada mediante o emprego do método de extragéo
com solvente usando solugédo de NaCl a 0,9% (p/v) como fase aquosa e cloroférmio
como fase organica (BARTHEL et al., 1999). A marcagdo dos lipossomas pH-
sensiveis de longa circulagdo contendo GSH encapsulada foi realizada como
descrito previamente por Phillips et al. (1992) com pequenas modificagdes. Os
lipossomas pré-formados foram marcados pelo transporte do *™Tc como um
complexo lipofilico **"Tc-HMPAO através da bicamada lipidica. Os lipossomas foram
incubados por 30 minutos a 37°C com *™Tc-HMPAO preparado imediatamente
antes do uso (1 MBg/umol de fosfolipide). O complexo **™Tc-HMPAO foi
irreversivelmente encapsulado na fase aquosa interna das vesiculas devido a sua
reducao por meio da reagao com grupos sulfidrila da GSH encapsulada tornando-se
mais hidrofilico e, assim, permanecendo dentro dos lipossomas (BALLINGER et al.,
1988; PHILLIPS et al., 1992).

A eficiéncia de marcacao foi determinada por cromatografia em papel (Whatman n.
1) usando solugcdo de NaCl a 0,9% (p/v) como eluente. Usando essa técnica, os
lipossomas permanecem na origem enquanto o *"Tc e o *™Tc-HMPAO livres sdo
eluidos com o solvente (GOINS et al., 1993; NEW, 1990).

O complexo *"Tc-HMPAO n3o encapsulado foi removido por filtracdo em gel
usando uma coluna de Sephadex G-25 e tampao Hepes pH 7,4 como eluente. Os
9MT¢-LpHS foram administrados intravenosamente, imediatamente ap6s purificacéo,

em ratos com inflamagao na pata direita.
2.2.3 Modelo animal
O foco inflamatdrio estéril foi induzido na pata direita de ratos machos Wistar,

pesando entre 180-220 g (Faculdade de Farmacia, Universidade Federal de Minas

Gerais, Belo Horizonte, Brasil), por injecao subplantar de 0,05 mL de suspenséao de
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carragenina a 1% (p/v). Na pata esquerda, usada como controle, foram injetados
0,05 mL de solugéo estérii de NaCl a 0,9% (p/v) (VINEGAR et al., 1987).
Transcorridas 4 horas da injegdo de carragenina, quando o intumescimento da pata

era aparente, o radiofarmaco foi injetado na veia da cauda dos animais.

Todos os protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica para Experimentacdo
Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais e estdo de acordo com o
guia para o cuidado e uso de animais de laboratério recomendado pelo Institute of

Laboratory Animal Resources.

2.2.4 Estudos histopatologicos

Amostras do tecido da pata inflamada e da pata contralateral normal foram retiradas
4 horas apo6s inducdo do foco inflamatdrio para exames histopatologicos. Os
fragmentos dos tecidos foram fixados em formaldeido a 4% (v/v) e incluidos em
parafina. Foram realizados cortes de 5 um, os quais foram corados com
hematoxilina-eosina. As imagens foram obtidas com ocular micrométrica e objetiva
de imersdo do microscopico Optico conectado a uma camera (AxioKop 2 com

camera digital Axocam, Zeiss, Alemanha).

2.2.5 Estudos de biodistribuicao

Ap6s 4 horas da indugdo do foco inflamatério 1,5 MBq dos **"Tc-LpHS e 1,5 MBq do
complexo *™Tc-HMPAO livre foram injetados na veia da cauda dos ratos (n=5). Em
tempos pré-estabelecidos (30 minutos, 2, 4, 8 e 18 horas) apos administragdo dos
radiofarmacos, os animais foram anestesiados com uma mistura de xilazina (7,5
mg/kg) e cetamina (60 mg/kg) e depois sacrificados. Foram retirados o figado, o
baco, os pulmdes, os rins, a pata direita (inflamada) e a pata esquerda (controle),
lavados com agua destilada, secos com papel de filtro e pesados. A quantidade de
radioatividade de cada 6rgdo e das patas foi medida em um cintilador de pogo
automatico (ANSR — Abbot, EUA) programado para detectar a radiagcdo gama na

janela de 70-210 keV de energia referente ao *™Tc. Uma dose padrdo contendo a
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mesma quantidade de radioatividade injetada foi contada simultaneamente em um
tubo separado, para corrigir o decaimento fisico e para calcular a captacdo do
radiofarmaco em cada 6rgéo. Os resultados foram expressos como percentagem da

dose injetada por grama de tecido (% DI/g), calculados pela seguinte equacéo:

% Dl/g = cpm/g de tecido x 100

cpm da dose padrao

Onde: cpm = contagem por minuto

2.2.6 Identificagao de sitios de inflamagao

Os #™Tc-LpHS (50 MBq) foram injetados na veia da cauda de ratos machos Wistar
(n=5) os quais apresentavam sitio de inflamagao na pata direita. Nos tempos de 2, 4
e 8 horas apds a injecdo, os animais foram anestesiados com uma mistura de
xilazina (7,5 mg/kg) e cetamina (60 mg/kg), colocados em decubito dorsal sob uma
gama-camara (Vertex Plus, Adac Laboratérios, Holanda) equipada com um
colimador de baixa energia e alta resolucdo. Foram obtidas imagens estaticas
planares (5 minutos) usando uma matriz 64x64 pixels. As imagens foram analisadas
determinando-se a radioatividade nas regides de interesse (ROI) pelo delineamento
em torno da area inflamada (alvo) e da area contralateral ndo inflamada (n&o-alvo).

A relacéo alvo/nao-alvo foi calculada.

2.3 Analise Estatistica

Todos os resultados foram apresentados como média + desvio padrao (d.p.). Os
dados foram analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) one-way
e corrigidos pelo teste de comparacédo multipla de Tukey usando programa Prism 4
(GraphPad Software, Inc., EUA). Para todas as analises adotou-se o intervalo de
confianga de 95%, sendo que as diferengcas foram consideradas estatisticamente

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

3.1 Caracterizagio dos *"Tc-LpHS

O diametro médio e o indice de polidispersao das vesiculas foi de 123,2 £+ 0,02 nm e
0,19+0,02, respectivamente, mostrando uma boa homogeneidade. O nivel de
lipofilicidade do HMPAO foi de 80%. A eficiéncia média de marcacédo dos LpHS foi

de 85%. Estes dados foram obtidos a partir de cinco experimentos.
3.2 Estudos Histopatolégicos
A carragenina causou um processo inflamatério significativo observado através da

inspegao visual e palpagao, apresentando edema e hiperemia (Figura 1). Nao foi

observada a presencga de secrecgao purulenta.

Figura 1. Inflamagéo da pata direita de rato Wistar, 4 horas ap6s administragao subplantar
de 0,05 mL de suspenséo de carragenina a 1% (p/v).
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O exame histologico dos fragmentos da derme e epiderme das patas controle e
inflamada mostrou diferengas significativas entre os tecidos. Sob microscopia 6tica,
o tecido da pata inflamada apresentou caracteristicas tipicas de inflamacao, tais
como afrouxamento do tecido conjuntivo e espacgos claros devido ao extravasamento

vascular de fluidos, mas com pequena infiltracdo celular (Figura 2).

080%." :
Figura 2. Microfotografias de tecidos da pata normal (A) e inflamada (B) de rato Wistar, 4
horas apés injegdo subplantar de solugdo estérii de NaCl 0,9% (p/v) e
suspensdo de carragenina a 1% (p/v), respectivamente. As amostras foram

fixadas em formaldeido a 4% (v/v), incluidas em parafina e cortes de 5 ym foram
corados com hematoxilina-eosina.

3.3 Biodistribuicao

O perfil de biodistruicdo dos %*™Tc-LpHS e do complexo *°"Tc-HMPAO livre
administrados por via intravenosa em ratos Wistar foram diferentes (Tabela 1). Os
9MTc-LpHS foram captados principalmente pelo baco, atingindo o pico maximo em
30 minutos apds a sua administracdo. Essa captacdo de *™Tc-LpHS pelo baco
manteve-se constante até 4 horas apds injecao e, a partir de 8 horas foi observada
uma redugdo da concentragdo de **"Tc-LpHS. Para o grupo tratado com *™Tc-

HMPAO livre, o pico de radioatividade também foi atingido 30 minutos apds
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administracdo. Entretanto, a quantidade captada de *™Tc-HMPAO pelo baco foi
18,4 vezes menor do que a observada para **"Tc-LpHS (p<0,001). A partir de quatro
horas, foi observada uma redugao significativa da concentracéo de *™Tc-HMPAO no
baco. No figado, o pico de radioatividade foi atingido 30 minutos apds inje¢cado de
9¥MTc-LpHS e de *™Tc-HMPAO livre. Contudo, a captacdo de **™Tc-LpHS foi
aproximadamente duas vezes maior do que apds a administracdo de **"Tc-HMPAO
livre (p<0,001). Em duas horas, foi observado no figado um declinio da
radioatividade para ambos os tratamentos. No pulmao, observou-se uma captacao
de ®™Tc-HMPAO livre maior do que apds a administracdo de **"Tc-LpHS (cerca de
trés vezes, p<0,001). Para ambos os tratamentos, a % DIl/g maxima foi atingida 30
minutos apds injecdo do radiofarmaco. A quantidade de **"™Tc-HMPAO livre
permaneceu constante no pulmao até 4 horas apds sua administracdo. Nos rins, a
quantidade de radioatividade maxima para *"Tc-LpHS ocorreu em 8 horas, seguida
por uma diminuicdo em 18 horas apos administragcéo. Para o grupo tratado com
¥MTc-HMPAO livre, a quantidade de radioatividade nos rins apresentou uma

flutuacao durante todo o periodo do experimento.

Ap6s administracdo dos **"Tc-LpHS o nivel de radioatividade na pata direita (foco
inflamatorio) foi 1,7 vezes maior do que apods injegao de 9MTe-HMPAO livre. A
retencdo de *™Tc-LpHS no sitio inflamatdrio foi mantida constante até 8 horas,
enquanto foi observada uma reducdo na acumulagdo de *™Tc-HMPAO livre apds 30
minutos da sua administracdo. Na pata esquerda (controle), foi detectada uma
menor captagdo dos **"Tc-LpHS em comparagdo com a pata direita (p<0,05),
indicando que a administracéo de *™Tc-LpHS leva a uma maior acumulagdo no sitio
inflamatério. Além disso, a captacdo de **"Tc-HMPAO nas patas direita e esquerda
foi equivalente, com nenhuma diferenga significativa observavel na captacdo deste

radiofarmaco tanto pelo sitio inflamatério quanto pelo sadio (p>0,05).
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Tabela 1. Resultados da biodistribuicdo dos *™Tc-LpHS e **"Tc-HMPAO livre em ratos com
inflamacgao na pata direita induzida por carragenina (n = 5)

% Dl/g de tecido (média * d.p.)

Orgao 0,5h 2h 4h 8h 18 h

% Dlig de *™Tc-LpHS

Baco 19,21£2,98 *  19,91+1,26*  17,82+0,79*  10,29+0,54*  9,16+2,24*
Figado 1,847+0,302* 1,371+0,040* 1,555+0,220* 1,203+0,107* 0,667+0,169
Pulmao 0,808+0,111* 0,429+0,060* 0,207+0,045* 0,146+0,022* 0,171+0,032*
Rins 1,393+0,192* 2,994+0,325* 3,352+0,211  4,623+0,179* 1,707+0,123*
dPi?:;?ta 0,431+0,060** 0,386+0,059** 0,403+0,045** 0,342+0,076** 0,241+0,031%
Pata 0,337+0,039** 0,215+0,018% 0,180+0,026" 0,112+0,024* 0,126+0,019"
esquerda

% Dlig de #*™Tc-HMPAO livre

Bago 1,04310,225* 0,539+0,077* 0,752+0,045* 0,248+0,054* 0,386+0,063*
Figado 1,025+0,128* 0,698+0,118* 0,844+0,059* 0,45610,063* 0,357+0,051
Pulmao 2,26310,175* 2,052+0,417* 1,651+0,331* 0,726+0,059* 0,795+0,118*
Rins 2,982+0,408* 1,676+0,189* 2,882+0,285 2,058+0,240* 2,730+0,310*
dPi?é?ta 0,249+0,025* 0,188+0,021* 0,164+0,019* 0,195+0,017** 0,153+0,013
Pa/ta 0,25610,035* 0,197+0,035 0,164+0,011 0,146+0,010*  0,121+0,011
esquerda
* Indicam uma diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos com " Tc-LpHS e "' Tc-

HMPAO livre (Teste de Tukey, p < 0,05). * Indicam uma diferenca estatisticamente significativa entre
a pata direita (inflamada) e a pata esquerda (controle) (Teste de Tukey, p < 0,05).

3.4 Identificagao de Sitios de Inflamagao

O tropismo dos ®™Tc-LpHS para sitios inflamatérios foi confirmado por meio das
imagens cintilograficas. As imagens obtidas 2, 4 e 8 horas apés administragcao
intravenosa dos *™Tc-LpHS em ratos Wistar apresentando foco inflamatério na pata
direita induzido por carragenina, mostraram uma acumulagédo de radioatividade na

regido inflamada (Figura 3). A quantidade de radioatividade nessa regido tornou-se
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mais proeminente em 4 horas e foi observado até 8 horas apds administragao dos
9MTe-LpHS.

ANTERIOR 2 h

ANTERIOR 4 h ANTERIOR 8 h

Figura 3. Imagens cintilograficas de rato Wistar com inflamacgéo na pata direita induzida por

carragenina, em 2, 4 e 8 horas ap6s injegdo dos ®™Tc-LpHS. As setas indicam o
foco inflamatério na pata direita.

O radiofarmaco foi, também, removido pelos 6rgdos do SFM, tais como figado e
baco.

A quantidade de radioatividade nas regides de interesse e a relagdo alvo/nao-alvo
determinadas para cada intervalo de tempo s&o mostradas na Figura 4.
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Figura 4. Analise quantitativa (média = d.p.) das imagens cintilograficas de ratos injetados
com ®"Tc-LpHS apéds injecdo subplantar de carragenina (n=5). A - Atividade
retida no foco inflamatério (PD = pata direita) e na area contralateral nao

inflamada (PE = pata esquerda). B - Relagdo alvo/ndo-alvo. Diferencas
estatisticamente significativa sao indicadas.

O sitio inflamatério (pata direita) mostrou uma elevada atividade (9500 cpm) 2 horas
apo6s administragdo dos *™Tc-LpHS. Essa atividade permaneceu suficientemente
elevada até 8 horas apés injegédo. Por outro lado, o controle (pata esquerda) mostrou

uma menor atividade durante todo o tempo de investigagado (Figura 4A). O valor da
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relacado alvo/nao-alvo foi de 5,49 £+ 0,74 em 2 horas, com um aumento nesta relagao
ocorrendo com o decorrer do tempo (10,39 £ 1,33 em 8 horas), como mostrado na
Figura 4B. Esses resultados indicam uma localizagdo preferencial dos 9MTc-LpHS

no sitio de inflamacéo em relacédo a pata contralateral ndo-inflamada.

4 DISCUSSAO

Tem sido demonstrado que a eficiéncia de marcacéo de lipossomas usando **"Tc-
HMPAO depende da sua lipofilicidade. Essa caracteristica permite que o complexo
9MTc-HMPAO passe através da membrana lipidica dos lipossomas. Neste estudo, a
lipofilicidade do **™Tc-HMPAO estava de acordo com as recomendagdes para o seu
transporte através de membranas lipofiicas (GOINS et al., 1993) e,
consequentemente, a marcagao dos lipossomas pH-sensiveis de longa circulagao foi
eficiente (85%).

O diametro pequeno dos *"Tc-LpHS foi apropriado para uso na identificagdo de
focos inflamatdrios. O tamanho pequeno dos lipossomas € importante para o seu
extravasamento da corrente sanguinea numa regido caracterizada por um maior
fluxo sanguineo e um aumento da permeabilidade vascular, como ocorre na regiao
inflamada (CROMMELIN et al., 1999; ERDOGAN et al.,, 2000). Ao contrario,
lipossomas grandes ndo se acumulam em sitios inflamatérios uma vez que sé&o

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

Além disso, o presente trabalho propdés uma nova formulacdo de lipossoma para
diagndstico de inflamagédo, composta de DOPE, CHEMS e mPEGz2000-DSPE,
conhecidos como lipossomas pH-sensiveis de longa circulagdo. Esses lipossomas
foram marcados com **™Tc-HMPAO devido & sua irreversivel encapsulacdo na
presencga de glutationa. Este tipo de lipossoma €, por si s6, uma estratégia para a
identificacdo de sitios de inflamagdo como uma consequéncia de sua habilidade
para liberar, preferencialmente, o radiotragador nessa regido devido ao seu mais
baixo pH quando comparado ao tecido normal. Ainda, um sistema de diagnéstico

adequado deve ter uma quantidade suficiente de atividade acima da radiacédo de
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fundo do tecido normal. Para identificacdo de uma regido inflamada, a relacao
alvo/nao-alvo deve ser de pelo menos 1,5, a qual permite aquisicado de imagens de
melhor qualidade (ERDOGAN et al., 2000; PHILLIPS, 1999).

Lipossomas nao-pH-sensiveis tem sido usados em estudos para identificacido de
focos inflamatdrios. Contudo, nos tempos iniciais de aquisicdo de imagem, esses
sistemas mostram uma relagdo alvo/n&do-alvo muito proxima do limite ideal,
requerendo um tempo prolongado para obtencdo de imagens cintilograficas de
melhor qualidade (AWASTHI et al.,, 1998; BOERMAN et al.,, 1995; GOINS et al.,
1993; OYEN et al., 1996,). Esse fato representa um inconveniente para o paciente.
Assim, é notavel que os *™Tc-LpHS forneceram, em um mais curto espaco de
tempo, uma alta relagdo alvo/ndo-alvo, sendo essa maior do que a observada para
outros lipossomas nao-pH-sensiveis. Isso pode ser observado em nossos estudos
de biodistribuicdo, quando foi possivel detectar 0,43% DIl/g em 30 minutos apds
injecdo dos 9MTe-LpHS. Ao contrario, o mesmo nivel de captacéo foi obtido por
Goins et al. (1993) usando lipossomas convencionais nao-pH-sensiveis, compostos
de diestearilfosfatidilcolina, dimiristilfosfatidilglicerol e colesterol, somente 24 horas
apos injecdo. Com o uso de lipossomas de longa circulagao nao-pH-sensiveis, Oyen
et al. (1996,) também relataram a mesma captagdo absoluta somente 2 horas apos
administracdo. Os resultados de biodistribuicdo também foram confirmados pelas
analises das imagens cintilograficas mostrando uma relagéo alvo/ndo-alvo maior do
que em outros estudos no tempo de 2 horas apds administragdo dos *"Tc-LpHS. A
relagdo alvo/ndo-alvo obtida com **™Tc-LpHS mostrou um constante aumento entre
os intervalos de tempo (5,5 em 2 horas; 8,7 em 4 horas e 10,4 em 8 horas). Ao
contrario, em outros estudos de imagem usando lipossomas de longa circulagéo
nao-pH-sensiveis como radiofarmaco para identificar foco inflamatoério estéril, a
maior relacdo alvo/ndo-alvo foi igual a 8 em 10 horas apds injecdo (OYEN et al.,
1996,).

Assim, nossos resultados indicam uma forte contribuicdo dos **"Tc-LpHS para
acumularem-se especifica e rapidamente no foco inflamatério, além de serem
depurados de forma continua e rapida dos tecidos nao-alvo, permitindo a

visualizacdo da lesdo em um curto espaco de tempo apds a sua administracao.
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Além da acumulacdo no foco inflamatério, uma alta captacdo dos **"Tc-LpHS
também foi observada no baco, a qual diminuiu com o tempo, como observado por
outros autores usando lipossomas n&o-pH-sensiveis de longa circulacdo (AWASTHI
et al., 1998; OYEN et al., 1996,). Esses resultados eram esperados considerando
que o bacgo é o 6rgao do SFM responsavel pela depuragdo sanguinea de particulas.
O aumento da captacdo absoluta dos *™Tc-LpHS nos rins, observado em 2 e 8
horas, pode ser resultado da degradacgéo dos lipossomas no figado e no bago, assim
liberando %*"Tc-HMPAO das células para sua eliminagdo renal, como citado na
literatura (PHILLIPS et al., 1992).

5 CONCLUSAO

Em concluséo, os lipossomas pH-sensiveis de longa circulagdo, como carreadores
de agentes de imagem para a identificacdo de focos inflamatérios em modelo de
rato, demonstraram ser uma interessante estratégia para obter imagem cintilografica
em curto espaco de tempo apos sua administragcao. Esse resultado aponta para um
produto que podera propiciar um diagnostico mais rapido e eficiente diagndstico,

além de contribuir para uma menor dose de radiagao.
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CAPITULO 1lI

LIPOSSOMAS pH-SENSIVEIS DE LONGA CIRCULAGAO
MARCADOS COM TECNECIO-99m: UMA NOVA ESTRATEGIA PARA
IDENTIFICAR INFECGCAO EM MODELO EXPERIMENTAL

RESUMO

O diagnéstico de processos inflamatorios e infecciosos € importante em medicina,
pois permite o tratamento adequado. O uso de radiofarmacos para identificagao de
focos de inflamacéo e infecgado tem recebido consideravel atengdo. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a biodistribuicdo e o potencial de imagem de lipossomas pH-
sensiveis de longa circulacdo radiomarcados com *™Tc (*™Tc-LpHS) para
identificar sitios de infecgdo em camundongos. Os lipossomas contendo glutationa
foram marcados com o complexo *"Tc-HMPAO. Os **™Tc-LpHS foram injetados,
por via intravenosa, em camundongos com infecgdo induzida por S. aureus no
musculo da coxa direita. Estudos de biodistribuicdo e imagem cintilografica foram
realizados em diferentes tempos apods injecdo do radiofarmaco. Os 9¥MTe-LpHS
foram captados significativamente pelo abscesso quando comparado ao respectivo
controle. O abscesso foi visualizado 30 minutos ap6s injecdo dos *™Tc-LpHS. A
atividade no tecido n&o-infectado (ndo-alvo) diminuiu com o tempo e,
consequentemente, nas imagens tardias uma maior relacdo abscesso/n&o-alvo foi
obtida. Esses resultados indicam que o **"Tc-LpHS pode constituir-se em um

promissor radiofarmaco para identificacao de focos infecciosos.
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1 INTRODUGAO

As imagens cintilograficas adquiridas por meio da medicina nuclear permitem a
identificacdo de processos inflamatérios e infecciosos em varias partes do corpo
mediante a administragdo intravenosa de substancias radiomarcadas e pela
deteccdo de radioatividade usando uma gama-camara. Em geral, a sensibilidade
dessa técnica permite a detecgdo de processos fisiopatoldgicos no estagio inicial,
antes do desenvolvimento de alteracbes anatdbmicas que sdo identificadas por
técnicas radiograficas convencionais, e antes dos sintomas clinicos da doenca
(SIGNORE et al., 2002).

Os radiofarmacos mais comumente usados para imagens de inflamacgéao e infecgao
sdo o *’Ga-Citrato e leucécitos autélogos marcados com *™Tc-HMPAO. O % Ga-
Citrato tem sido usado para identificar processos infecciosos por mais de trés
décadas, mas apresenta uma baixa especificidade e expde o paciente a uma alta
dose de radiagao. Além disso, as imagens séo obtidas com 18 a 72 horas apds sua
administracdao (CHIANELLI et al., 1997; LOVE e PALESTRO, 2004). O uso de
leucdcitos marcados com *™Tc é considerado “método padréo ouro” para imagens
de infecgéo e inflamagao. Entretanto, o processo de marcagéo in vitro é laborioso e
envolve o manuseio direto de sangue potencialmente contaminado (CORSTEN e
VAN DER MEER, 1999; LOVE e PALESTRO, 2004; RENNEN et al., 2005).
Considerando as desvantagens desses radiofarmacos, muitos esforgos tém sido
dedicados a pesquisa de novos agentes de imagens cintilograficas que possibilitem
a identificagao rapida e eficiente de focos de inflamacgao e infecgdo com um alto nivel
de sensibilidade e especificidade (LAVERMAN et al., 1999; LOVE e PALESTRO,
2004; VAN EERD et al., 2005).

Lipossomas de longa circulagdo radiomarcados, em geral compostos de EPC, COL
e um polimero hidrofilico ligado a uma molécula de fosfolipide (MPEG2000-DSPE)
tém sido estudados como agentes de imagem para identificacdo de processos
inflamatorios e infecciosos. Entretanto, nos estudos clinicos usando estas
composi¢coes de lipossomas foi observado que alguns pacientes apresentaram

reacbes de hipersensibilidade atribuidas a ativacdo do sistema complemento
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(BROUWERS et al., 2000; DAMS et al., 2000,). Assim, de acordo com a literatura é
de fundamental importancia investigar uma nova composi¢ao lipossomal com
objetivo de evitar ou minimizar esse inconveniente (BOERMAN et al., 2000;
BROUWERS et al., 2000; DEVINE e BRADLEY, 1998; MOGHIMI e SZEBENI, 2003;
SZEBENI, 2005).

Os lipossomas pH-sensiveis sao planejados para promover uma eficiente liberagao
do agente encapsulado em resposta ao baixo pH de um tecido patoldgico, tais como
areas inflamadas e infectadas (SIMOES et al., 2004). Dessa forma, eles s&o
potenciais candidatos para preparag¢ao de radiofarmacos para auxiliar no diagnéstico

de processos inflamatorios e infecciosos.

Neste estudo, um novo radiofarmaco foi desenvolvido baseando-se em lipossomas
pH-sensiveis de longa circulagcdo marcados com *"Tc-HMPAO. Esses lipossomas
sao compostos de DOPE, CHEMS e mPEGyy0-DSPE. O DOPE forma estruturas
que nao sao lamelares devido a sua geometria molecular em forma de cone. Porém,
na presenca de moléculas anfifilicas fracamente acidas, como por exemplo o
CHEMS, e em pH neutro tem-se sua organizagao supramolecular na forma de
bicamadas (lamelar). A adicdo de moléculas anfifilicas fracamente &acidas as
moléculas de DOPE ocasiona o aparecimento de repulsdes eletrostaticas entre as
mesmas, reduzindo as interagdes intermoleculares entre as moléculas de DOPE e
suas propriedades fusogénicas. Entretanto, sob condi¢gdes acidas, tais como em
regides de inflamagéo e infecgdo, as moléculas anfifilicas acidas, como o CHEMS,
tornam-se parcialmente protonadas, perdendo sua capacidade de estabilizar a
bicamada das vesiculas com a subsequente liberacdo do marcador radioativo

encapsulado.

Neste estudo, os " Tc-LpHS foram investigados quanto ao seu potencial uso como

radiofarmaco para imagem de infecgdo em um modelo experimental.



Capitulo Il — Lipossomas pH-sensiveis de longa circulacdo marcados com Tecnécio-
99m: uma nova estratégia para identificar infeccdo em modelo experimental 93

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

DOPE e mPEG2p00-DSPE foram doados pela Lipoid GmbH (Alemanha). CHEMS e
glutationa (GSH) foram comprados da Sigma Chemical Company (EUA). O *™Tc¢ foi
obtido de um gerador de molibdénio-99 (IPEN/Brasil) e o HMPAO foi obtido por
reconstituicdo do kit Ceretec® (Amersham Health, Inglaterra). O Sephadex G-25 foi
adquirido da Pharmacia® (Suécia). Todos os outros reagentes usados foram de grau
analitico. Camundongos machos Swiss foram fornecidos pelo biotério da Faculdade
de Farmacia/lUFMG e mantidos no laboratério de Radioisétopos da Faculdade de

Farmacia/UFMG durante os experimentos, tendo livre acesso a ragao e agua.

2.2 Métodos
2.2.1 Preparagao dos lipossomas

Os lipossomas contendo glutationa (GSH) encapsulada foram preparados usando o
procedimento de extrusdo em membranas de policarbonato, como descrito
previamente por Laverman et al. (1999). Inicialmente, aliquotas das solugdes
cloroféormicas de DOPE, CHEMS e mPEG2000-DSPE (concentragéo lipidica de 40
mM; razdo molar 6,5/3,0/0,5, respectivamente) foram transferidas para um baldo de
fundo redondo e um filme lipidico foi formado pela evaporagao do cloroférmio em um
rotavapor (Buchi R215, Suiga) sob pressao reduzida. O filme lipidico foi hidratado, a
temperatura ambiente, com tampao Hepes (10 mM Hepes, 135 mM NaCl, 5 mM
EDTA, pH 7,4) contendo 50 mM de GSH. A suspensao de lipossomas obtida foi
submetida a filtragao através de membranas de policarbonato (Millipore, EUA) de 0,4
pm, 0,2 ym e 0,1 um (10 ciclos para cada) usando um extrusor de pressao média
(Lipex Biomembranes Inc., Canada). A GSH nao encapsulada foi separada dos
lipossomas por ultracentrifugagao (Ultracentrifuga Sorvall Ultra 80, EUA) em 150 000
g a 4 °C por 90 minutos.
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O didmetro médio dos lipossomas contendo GSH encapsulada foi determinado pela
analise monomodal por espectroscopia de correlagdo de fotons, a 25 °C a um angulo
de 90°. A medida de diametro foi realizada em triplicata usando o equipamento
Zetasizer (Malvern Instruments, Inglaterra). As amostras foram diluidas usando

tampao Hepes pH 7,4.

2.2.2 Procedimento de marcagao

O kit de HMPAO comercialmente disponivel foi marcado com *™Tc, sem adicéo do
estabilizador azul de metileno, de acordo com as instrugdes do fabricante. A
eficiéncia de marcagéao foi determinada mediante o emprego do método de extragéo
com solvente usando solugdo de NaCl a 0,9% (p/v) como fase aquosa e cloroférmio
como fase organica (BARTHEL et al.,, 1999). A marcagdo dos lipossomas pH-
sensiveis de longa circulagdo contendo GSH encapsulada foi realizada como
descrito previamente por Phillips et al. (1992), com pequenas modificagdes. Os
lipossomas pré-formados foram marcados pelo transporte do **"Tc como um
complexo lipofilico ™ Tc-HMPAO através da bicamada lipidica. Os lipossomas foram
incubados por 30 minutos a 37 °C com *™Tc-HMPAO preparado imediatamente
antes do uso (1 MBg/umol de fosfolipides). O complexo **"Tc-HMPAO lipofilico
passa através da bicamada lipidica atingindo a fase aquosa dos lipossomas, onde é
convertido pela agdo da glutationa em %°™Tc-HMPAO hidrofilico, tornando-se
irreversivelmente encapsulado na fase aquosa interna das vesiculas (BALLINGER et
al., 1988; PHILLIPS et al., 1992). O complexo ®*™Tc-HMPAO n3o encapsulado foi
removido por filtragdo em gel usando uma coluna de Sephadex G-25 e tampao
Hepes (pH 7,4) como eluente. A eficiéncia de marcagao foi avaliada pela
determinagdo da atividade antes e apds a separacdo dos **"Tc-LpHS usando um
calibrador de dose (Capintec CRC.15R, EUA). Os *™Tc-LpHS foram administrados,
imediatamente apds purificagdo, em camundongos com infecgdo por S. aureus no

musculo da coxa direita.
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2.2.3 Preparo da suspensao de Staphylococcus aureus

Para o preparo da suspensao de S. aureus (ATCC 6538), colénias da bactéria foram
transferidas, com o auxilio de uma al¢a de platina, para uma placa de Petri contendo
0 meio &gar antibidtico nimero 1 estéril. Incubou-se em estufa a 37 °C durante 20
horas. Apos o tempo de incubagdo, com auxilio de uma alga de platina, as colénias
de S. aureus foram transferidas para 10 mL de solugdo de NaCl 0,9% (p/v) estéril
contidos em um tubo de ensaio. Fez-se a agitacdo em vértex para disperséo e, em
seguida, a leitura da transmitancia em espectrofotdbmetro (Coleman 6120, Maywood,
EUA) a 580 nm. Este procedimento foi realizado até que o numero de bactérias
dispersas na solugdo de NaCl 0,9% (p/v) fornecesse uma leitura de 13% de
transmitancia, equivalente a aproximadamente 10® unidades formadoras de coldnias
(UFC)/mL. Em seguida, a suspensao foi transferida para um tubo falcon de 15 mL e
centrifugada (740 g) durante 15 minutos. Descartou-se o0 sobrenadante e o
precipitado foi disperso em 1,0 mL de solugdo de NaCl 0,9% (p/v) estéril, com

agitacéo no vortex.

2.2.4 Modelo animal

Para os estudos in vivo foram usados camundongos Swiss, machos, com peso entre
20 g a 25 g (Faculdade de Farmacia, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, Brasil). O foco infeccioso no musculo da coxa direita foi induzido por
injecdo intramuscular de 0,05 mL de uma suspensdo contendo 2x10” UFC de S.
aureus em solucédo de NaCl 0,9% (p/v) estéril. No musculo da coxa esquerda, usado
como controle, foram injetados 0,05 mL de solugdo estéril de NaCl 0,9% (p/v).
Transcorridas 24 horas da indug¢do do foco infeccioso, quando o intumescimento do
muUsculo era aparente, os *™Tc-LpHS foram injetados na veia da cauda dos

camundongos.

Todos os protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica para Experimentacdo
Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais e estdo em conformidade
com o guia para o cuidado e uso de animais de laboratério recomendado pelo

Institute of Laboratory Animal Resources.



Capitulo Il — Lipossomas pH-sensiveis de longa circulacdo marcados com Tecnécio-
99m: uma nova estratégia para identificar infeccdo em modelo experimental 96

2.2.5 Estudos de biodistribuicao

Ap6s 24 horas da indugdo do foco infeccioso, 1,5 MBq dos *"Tc-LpHS foram
injetados na veia da cauda dos camundongos (n=3). Em tempos pré-estabelecidos
de 30 minutos, 2, 4, 8 e 18 horas apds administragao do radiofarmaco os animais
foram anestesiados com uma mistura de xilazina (7,5 mg/kg) e cetamina (60 mg/kg)
e, depois, sacrificados por deslocamento cervical. Amostras de sangue foram
coletadas e o figado, o bago, os pulmdes, os rins, os musculos das coxas direita
(infectado) e esquerda (controle) foram removidos. Os tecidos dissecados foram
lavados com agua destilada, secos com papel de filtro, pesados e a quantidade de
radioatividade foi determinada em um cintilador de pogo automatico (ANSR — Abbot,
EUA) programado para detectar a radiagdo gama na janela de 70-210 keV de
energia referente ao 9MTc. Uma dose padrdo contendo a mesma quantidade de
radioatividade injetada foi contada simultaneamente em um tubo separado, para
corrigir o decaimento fisico e para calcular a captagdo do radiofarmaco em cada
orgao. A radioatividade medida em cada 6érgéo foi expressa como percentagem da

dose injetada por grama de tecido (% DI/g), calculados pela seguinte equagéo:

% Dl/g = cpm/g de tecido x 100

cpm da dose padrao

Onde: cpm = contagem por minuto

2.2.6 Estudos de imagem

Os ®™Tc-LpHS (50 MBq) foram injetados na veia da cauda de camundongos Swiss
machos (n=5), os quais apresentavam sitio de infecgdo no musculo da coxa direita.
Nos tempos de 30 minutos, 1, 2, 4, 6 e 18 horas apds injecdo dos *™Tc-LpHS, os
camundongos foram anestesiados com uma mistura de xilazina (7,5 mg/kg) e
cetamina (60 mg/kg), colocados em decubito dorsal sob uma gama-camara
(Nucleine™ TH, Mediso, Hungria) equipada com um colimador de baixa energia e

alta resolugdo. Foram adquiridas imagens estaticas planares de 5 minutos em todos
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os tempos, exceto para o tempo de 18 horas (tempo de aquisicdo de imagem foi de

10 minutos), usando uma matriz 256 x 256 pixels.

As imagens foram analisadas determinando-se a radioatividade nas regides de
interesse (ROI) pelo delineamento em torno do musculo infectado (abscesso), do
musculo contralateral ndo infectado (ndo-alvo) e de todo o corpo do animal para
determinar a contagem total do corpo. A relagdo abscesso/ndo-alvo e a percentagem
de atividade no abscesso nos varios tempos investigados foram determinadas pelas

seguintes equacdes:

Relacao abscesso/nao-alvo = Contagem no abscesso x 100

Contagem no musculo contralateral

% Atividade no abscesso = = Contagem do abscesso x 100

Contagem total do corpo

2.3 Analise Estatistica

Todos os resultados foram apresentados como média £ erro padrao da média (e.p.).
Os dados foram analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) one-
way e corrigidos pelo teste de comparagdo multipla de Tukey usando o programa
Prism versao 4 (GraphPad Software, Inc., EUA). Para todas as analises adotou-se o
intervalo de confianga de 95%, sendo que as diferengas foram consideradas
estatisticamente significativas quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05 (p <
0,05).
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3 RESULTADOS

3.1 Caracterizagdo dos **"Tc-LpHS

O diametro médio e o indice de polidispersao das vesiculas foi de 116,3 £ 3,96 nm e
0,17 = 0,01, respectivamente, mostrando uma boa homogeneidade. O nivel de
lipofilicidade do HMPAO, obtido pelo método de extragdo com solvente, foi de 80%.

A eficiéncia média de marcagao dos LpHS foi de 77%.

3.2 Estudos de Biodistribuicao

Os dados de biodistribuicao obtidos da contagem de radioatividade nos tecidos
dissecados de camundongos Swiss apresentando infecgdo induzida por S. aureus
no musculo da coxa direita apos administracdo intravenosa dos **"Tc-LpHS s&o
mostrados na Tabela 1. Os resultados indicam que os **"Tc-LpHS foram captados
principalmente pelo figado e bago, atingindo o pico maximo em 30 minutos e 2 horas
apos sua administragdo, respectivamente. No figado, a percentagem captada dos
®MTc-LpHS manteve-se constante até 4 horas (p>0,05) apods injegcédo, sendo
observado um declinio do nivel de radioatividade a partir de 4 horas (p<0,01). Para o
baco, a quantidade de radioatividade foi constante entre 2 e 8 horas (p>0,05) e apds
esse tempo observou-se uma reducdo da concentragdo dos **"Tc-LpHS. No
pulméo, a % DIl/g maxima ocorreu em 30 minutos e permaneceu constante até 4
horas apds administracdo dos *™Tc-LpHS. As andlises das amostras de sangue
indicaram que a quantidade de radioatividade foi constante até 4 horas (p>0,05).
Nos tempos subsequentes (8 e 18 horas), a concentracdo dos 9MTe-LpHS no
sangue foi reduzida em torno de duas vezes em relagdo ao tempo anterior. A
quantidade de radioatividade nos rins apresentou uma flutuagdo durante o
experimento, com a retengdo maxima de radioatividade ocorrendo em 30 minutos e
4 horas, seguida por uma diminuicdo apos esses tempos. No musculo da coxa
direita (abscesso) ndo foi observada diferenga estatisticamente significativa na %
Dl/g entre os tempos investigados apds administragao dos 9MTc-LpHS. Por outro

lado, no musculo da coxa esquerda (ndo-alvo) foi observada uma menor captagao
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dos ®™Tc-LpHS em todos o tempos investigados, exceto em 30 minutos, quando
comparado com o musculo da coxa direita (abscesso) (p>0,05). Esses resultados
indicam que a administracdo de **"Tc-LpHS leva a uma maior acumulacdo de

radioatividade no abscesso.

Tabela 1. Biodistribuicdo dos “™Tc-LpHS administrados por via intravenos em
camundongos Swiss com infecgdo, induzida por S. aureus, no musculo da coxa

direita (n=3)
% Dl/g de tecido (média * e.p.)

Orgao 0,5h 2h 4h 8 h 18 h

Pulmso 1864017  1,64+029  1,56+0,12  0,83t0,10  0,85:0,13
Figado 21,34+1,80  16,83+1,98 1671101 12,63:0,89  9,56+0,64
Baco 21,08:2,10 34,69+425 3375174 22724160 16,96+2,52
Rins 9,26:023  6,83:0,89  9,08:096  655:041  566+0,37
Coraggo 184020  1,294026  1,33:t025  0,59+0,04  0,42+0,09
Sangue 358:058  317+062  3,69+045  1,80:0,18  0,74%0,18
Musoulo coxa 121+005  1,36+022*  155:0,11*  1,1140,06* 0,91+0,12*
Musculo coxa 1030,03  0,80£0,12* 0,97+0,15* 0,5140,02* 0,33£0,06%

esquerda

Os asteriscos indicam uma diferenca estatisticamente significativa entre o musculo da coxa direita
(abscesso) e 0 musculo da coxa esquerda (nao-alvo). (Teste de Tukey, p < 0.05).

3.3 Estudos de Imagem

A Figura 1 mostra as imagens cintilograficas obtidas em diferentes tempos apds
administracdo por via intravenosa dos *"Tc-LpHS em camundongos Swiss com
infeccdo no musculo da coxa direita. As imagens mostraram que ocorre uma maior

captacdo dos **™Tc-LpHS no musculo da coxa direita (abscesso) em relagdo ao
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tecido nao infectado (coxa esquerda), com o abscesso sendo visualizado 30 minutos
apos injecdo dos *"Tc-LpHS. Observa-se também um alto nivel de radioatividade
no abdémen, sugerindo captagdo dos 9MTe-LpHS pelos orgaos do sistema
fagocitario mononuclear (SFM), tais como figado e bago. Os resultados da
biodistribuicdo observados nas imagens estdo de acordo com os dados da
biodistribuicdo obtidos dos tecidos dissecados, mostrando alto nivel de
radioatividade nos 6rgaos do SFM. Ressalta-se, ainda, uma alta concentragdo de

radioatividade na bexiga.

A analise quantitativa das imagens € mostrada na Figura 2. A relagéo entre o
abscesso e o n&o-alvo foi de 1,58 = 0,08 em 30 minutos, aumentando
significativamente para 2,62 + 0,20 em 18 horas apds injecdo dos *"Tc-LpHS
(Figura 2A, p<0,01). A percentagem de atividade no abscesso foi de 1,76 £ 0,06 %
Dl/g em 30 minutos com um aumento significativo para 3,44+0,24% Dl/g em 18
horas (Figura 2B, p<0,01). Esses resultados indicam uma acumulagéo preferencial
dos ®™Tc-LpHS no abscesso quando comparado ao musculo contralateral nao

infectado.
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6h 18 h

Figura 1. Imagens cintilograficas (visdo ventral) de camundongo Swiss com infecg&do por S.
aureus no musculo da coxa direita nos tempos de 30 minutos, 1, 2, 4, 6 e 18 horas
apos injecdo dos *™Tc-LpHS. As setas indicam o sitio de infeccéo.
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Figura 2. Andlise quantitativa das imagens cintilograficas de camundongos com infec¢ao por
S. aureus no musculo da coxa direita apds inje¢do intravenosa de *™Tc-LpHS (n
= 5). A - Relacbes abscesso/nao-alvo calculadas a partir da analise do ROI das
imagens. B - Percentagem de atividade no abscesso determinada a partir da
analise do ROl das imagens. *Indicam diferenca estatisticamente significativa
(Teste de Tukey, p < 0,05).
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4 DISCUSSAO

Tem sido mostrado que lipossomas radiomarcados sido potenciais agentes de
imagem para auxiliar no diagnéstico de focos inflamatérios e infecciosos uma vez
que eles sao capazes de se acumularem nestas areas (BOERMAN et al., 2000). O
mecanismo pelo qual os lipossomas radiomarcados se acumulam em sitios de
infeccdo e inflamagdo é decorrente do extravasamento das vesiculas através dos
vasos sanguineos devido a permeabilidade aumentada observada nesses processos
e subsequente fagocitose pelos macréfagos presentes nos tecidos infectados
(ERDOGAN et al., 2000; GOINS et al., 1993; LAVERMAN et al., 2001). Além disso,
no tecido inflamado os vasos sanguineos apresentam juncdes endoteliais que
permitem o escape de particulas menores que 200 nm da circulagcdo sanguinea
(CROMMELIN et al., 1999). Os lipossomas usados neste trabalho apresentaram um
tamanho pequeno (116,3+3,96 nm). Os dados de biodistribuicdo e imagens
cintilograficas (regido de interesse) mostraram que os *"Tc-LpHS foram
significativamente captados pelo alvo indicando o seu extravasamento da circulagéo

sanguinea para os tecidos.

Estudos tém demonstrado que lipossomas pequenos (100 — 200 nm) permanecem
na circulagdo sanguinea por um longo periodo, resultando em uma maior
acumulagao no sitio de infeccao (AWASTHI et al., 2003; BOERMAN et al., 1997;
CROMMELIN et al.,, 1999; ERDOGAN et al., 2000; LITZINGER et al., 1994). Ao
contrario, lipossomas grandes ndo séo retidos em focos infecciosos uma vez que
eles sédo rapidamente retirados da circulagao pelos érgdos do SFM (OYEN et al.,
1996,). Desta forma, os dados obtidos nesse estudo estdo de acordo com a
literatura no que diz respeito a relagdo entre o tamanho dos lipossomas e a

acumulacao em sitios infecciosos.

Os lipossomas pH-sensiveis de longa circulagdo contendo glutationa foram
marcados com o complexo lipofilico *™Tc-HMPAO. De acordo com Phillips et al.
(1992), esse método de marcacédo apresenta alta eficiéncia e fornece lipossomas
radiomarcados estaveis in vivo. Contudo, a lipofilicidade do complexo **"Tc-HMPAO

€ crucial na eficiéncia de marcagao dos lipossomas, pois € essa caracteristica que
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possibilita sua passagem através da membrana lipidica das vesiculas. Neste estudo,
o nivel de lipofilicidade do **"Tc-HMPAO estava de acordo com as recomendacdes
do fabricante e, assim, promoveu uma boa eficiéncia de marcagao dos lipossomas
pH-sensiveis de longa circulagao (77%). Além disso, foi usado o is6topo %MTe que
apresenta caracteristicas ideais de dosimetria, sendo adequado para imagens de
focos infecciosos (ERDOGAN et al., 2000).

Neste trabalho, uma nova formulacdo de lipossomas contendo DOPE, CHEMS e
MPEG2000-DSPE em sua composicao, conhecidos como lipossomas pH-sensiveis de
longa circulacdo, foi preparada e avaliada a sua biodistribuicdo e habilidade para
identificar foco infeccioso. A caracteristica pH-sensivel desse tipo de lipossoma
constitui, naturalmente, uma estratégia direcionada para a identificacado de sitios de
infeccdo como uma consequéncia de sua capacidade de liberar o radiotracador

preferencialmente nessa regido devido ao pH acido em relagao ao tecido normal.

O agente de imagem para diagnéstico de infec¢do deve acumular-se especifica e
rapidamente no foco, bem como ser rapidamente depurado dos tecidos normais para
permitir a visualizagcdo do foco em um tempo curto apdés a sua administragao
(CORSTEN e VAN DER MEER, 1999; RENNEN et al., 2001). Os estudos de
biodistribuicdo e de imagem demonstraram o tropismo dos 9MTe-LpHS para focos
infecciosos. A captagao no musculo infectado foi significativamente maior do que no
musculo ndo infectado (controle). Estes resultados foram confirmados pelas imagens
cintilograficas que mostraram acumulagdo dos ¥MTe-LpHS no abscesso
possibilitando a sua visualizagdo dentro do tempo de 30 minutos. Segundo Phillips
(1999), para imagem de lesdes inflamatérias e infecciosas a relagao entre abscesso
e 0 nao-alvo deve ser de, pelo menos, 1,5 para permitir a aquisicdo de imagens
cintilograficas com melhor qualidade. Os resultados obtidos mostraram que a
percentagem de atividade no abscesso em relacdo ao corpo total aumentou
significativamente de 1,76 + 0,06 em 30 minutos para 3,44 + 0,24 em 18 horas
(p<0,01). Por outro lado, a atividade no tecido nao infectado diminuiu com o tempo e,
consequentemente, nas imagens tardias foi obtida uma maior relagéo abscesso/n&o-
alvo (1,58 £ 0,08 em 30 minutos e 2,6 £ 0,20 em 18 horas, p<0,01). Os valores da
relagao alvo/ndo-alvo encontrados nesse estudo sdo semelhantes aqueles descritos

por Erdogan et al. (2000) utilizando lipossomas nao-pH-sensiveis para investigar
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processo inflamatério em modelo experimental (relagado igual a 1,67, 1,78, 2,27 e
2,23 para os tempos de 1, 2, 3 e 6 horas, respectivamente). Entretanto, os
resultados obtidos nesse trabalho mostraram que a relagdo alvo/ndo-alvo manteve-
se alta (2,6 + 0,20) até 18 horas apds administragdo dos *"Tc-LpHS, sugerindo sua
retencdo no foco infeccioso. Os dados obtidos indicam que os **"Tc-LpHS
acumulam-se no abscesso além de apresentar rapida depuragao do tecido nao-alvo
(musculo controle). Dessa maneira, pdde-se constatar que os 9MTe-LpHS possuem
caracteristicas adequadas que os tornam radiofarmacos potenciais para identificar

areas infectadas.

Os resultados mostraram, também, uma elevada captagdo no bago e no figado, a
qual diminuiu com o decorrer do tempo. Estes resultados eram esperados uma vez
que os orgaos do SFM constituem o caminho normal de depuragao dos lipossomas,
estando de acordo com os resultados observados por outros autores usando
lipossomas nao-pH-sensiveis (ANDREOPOULOS e KASI, 1997; ERDOGAN et al.,
2000; GABIZON et al., 2003; LAVERMAN et al, 2001).

O maior nivel de radioatividade observado nos rins nos tempos de 30 minutos e 4
horas pode ser o resultado da degradagdo do *™Tc-LpHS pelas células fagociticas
do figado e bacgo, assim liberando o complexo 9MTc-HMPAO para subsequente
excrecao renal, como descrito por Laverman et al. (2000). Esta hipotese é
confirmada nos estudos de imagem que mostram uma elevada atividade na bexiga.
Além disso, ndés observamos que ocorreu retencdo urinaria durante o periodo em
que o0s animais permaneceram anestesiados, fato que levou ao tamanho

extremamente grande da bexiga visualizada nas imagens.

5 CONCLUSAO

Esse estudo mostrou que os *™Tc-LpHS apresentam-se com potencial uso como

agentes de imagem para auxiliar no diagndstico de sitios de infecgéo.
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CONCLUSOES INTEGRADAS E PERSPECTIVAS

1 CONCLUSOES INTEGRADAS

O objetivo deste trabalho foi preparar e caracterizar, do ponto de vista fisico-quimico
e bioldgico, lipossomas pH-sensiveis contendo um radiotracador, *™Tc-HMPAO,

para fins de auxiliar no diagndstico de processos inflamatorios e/ou infecciosos.

O método de formacgao do filme lipidico seguido de extrusdo em membranas de
policarbonato mostrou-se adequado para obtencdo de vesiculas lipidicas com
diametro apropriado (<130 nm) e boa homogeneidade (indice de polidisperséo
<0,25), sendo essas as caracteristicas desejaveis para uso nos estudos de
identificacao de focos inflamatdrios e infecciosos bem como para os estudos de

interacao do complemento.

Os lipossomas pH-sensiveis convencionais e de longa circulagdo contendo
MPEG2000-DSPE apresentaram potencial zeta negativo, enquanto que as
preparacdes contendo aPEG;000-DSPE mostraram potencial zeta positivo. Por meio
da microscopia de forca atdmica verificou-se que os lipossomas pH-sensiveis
convencionais apresentam maior variacdo de tamanho do que os lipossomas pH-
sensiveis de longa circulagdo, independente do derivado PEGy00-DSPE (MPEG ou
aPEG) usado, sugerindo que a inclusdo do polimero contribui para a estabilidade

das vesiculas.

Os estudos de interacdo dos lipossomas pH-sensiveis convencionais e de longa
circulagdo com o complemento indicaram que esses sistemas sao fracos ativadores

do sistema complemento.

Nos modelos de inflamacado asséptica e séptica, os lipossomas pH-sensiveis de
longa circulacdo (MPEGa00-DSPE/DOPE/CHEMS) marcados com **"Tc-HMPAO

(**™Tc-LpHS) mostraram uma captacéo significativamente maior nas lesdes quando
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comparada com os tecidos controles (ndo-alvo). As lesdes foram identificadas por
meio de imagens cintilograficas. As relagdes alvo/ndo-alvo nos modelos de
inflamacédo e infeccdo foram superiores a 1,5, sugerindo que os 9MTc-LpHS
apresentam  caracteristicas adequadas para identificacdo de  focos

inflamatérios/infecciosos.

Os drgéos do sistema fagocitario mononuclear (SFM), tais como figado e baco,
apresentaram os maiores niveis de radioatividade apds administracido intravenosa
dos **™Tc-LpHS.

Os resultados obtidos com os lipossomas pH-sensiveis de longa circulagdo apontam
para um produto que podera ser util como carreador de agentes de imagem para

identificar focos inflamatdrios e infecciosos.

2 PERSPECTIVAS

Diante das investigagbes realizadas nesse trabalho, pode-se propor como
perspectivas o0 emprego de um quelante na bicamada lipidica visando a melhoria do
rendimento marcacdo dos lipossomas com *™Tc e, assim, eliminar a etapa de

purificacdo dos lipossomas radiomarcados em coluna de Sephadex.

No que se refere a caracterizagédo biologica dos lipossomas pH-sensiveis de longa
circulagao, é de grande interesse a realizagdo de estudos in vivo para avaliar a

ocorréncia das reagdes de hipersensibilidade induzida por estes sistemas.

Finalmente, faz-se também necessario o estudo de otimizacdo do preparo de uma
formulagao liofilizada de lipossomas pH-sensiveis de longa circulagcao para posterior
reconstituicdo e radiomarcacao de forma a possibilitar sua dispensacédo sob forma

de kit para uso na clinica de medicina nuclear.
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APENDICE A — Método espectrofotométrico para dosagem de

fosfolipides

1 INTRODUGAO

A concentracdo de fosfolipides nas diferentes preparagcbes de lipossomas foi
realizada de acordo com o método de Bartlett (1959), que consiste em um
doseamento colorimétrico baseado na formagao de um complexo entre ions fosfato
e molibdato, apresentando coloragdo azulada em meio acido. A intensidade da
coloracao obtida é proporcional a concentragao de fosfato presente na amostra. A

sensibilidade do método esta compreendida entre 0,5 a 5 pg de fosforo.

2 PROTOCOLO

Em tubos de borosilicato de 13x100 mm, adicionar 250 uL da solugcdo padrao de
fésforo ou da amostra a dosar. Adicionar 400 uL de uma solugdo de acido sulfurico
10 N em todos os tubos para promover a mineralizagdo do fosforo organico.
Transferir os tubos para o dry-block (MA 4004, Marconi, Brasil) a temperatura de
180-195 °C e aquecer durante 30 minutos. Apds resfriamento dos tubos, adicionar
100 pL de uma solucdo de agua oxigenada 10% (v/v) recentemente preparada a
partir de uma solugcédo de agua oxigenada a 30 volumes (Sigma, H1009). Transferir
novamente os tubos para o dry-block a temperatura de 180-195 °C e aquecer
durante 30 minutos. A solucdo deve permanecer transparente, caso contrario repetir
o procedimento anterior. Apds resfriamento, adicionar 4,6 mL de solugdo de
molibdato de amoénio (22,2g de molibdato de aménio, 7 mL de H,SO4 36N e agua
destilada qsp 1 litro) e 0,5 mL de solugdo de acido ascoérbico a 10% (p/v),
recentemente preparada. Agitar vigorosamente com auxilio de vortex e aquecer a
temperatura de 90 °C, durante 20 minutos. Uma cor azulada aparecera devido a
formacgao de um complexo de composigao incerta. A densidade 6tica da solucéao foi

medida em espectrofotdmetro (Schimadzu, UV 1240, Japao) usando A = 800nm.
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A curva de calibragao de fosforo foi obtida utilizando cinco diferentes concentragdes
(1, 2, 3, 4 e 5 ug) desse elemento (solugdo padrao de fosféro 0,65 mM — P3869,
SIGMA) tendo sido realizados trés testes, em triplicatas. A linearidade da equacgao
foi determinada por regressao linear pelo método dos minimos quadrados
apresentando o coeficiente de correlagao linear, o coeficiente angular e o intercepto

da reta.

Para dosagem da concentragéo de fosforo presente nas preparagdes de lipossomas,
as amostras foram preparadas de acordo com a concentracgao teédrica de fosfolipides

de modo a se obter uma concentragao de 3 ug de fosforo.

3 RESULTADOS

A curva de calibragdo obtida € mostrada na Figura 1. Os dados se mostraram
adequados com coeficiente de correlacdo (r?) de 0,9959, ndo havendo desvio de
linearidade estatisticamente significativo e mostrando uma reta de regressao

significativa para p < 0,05.
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Figura 1. Curva de calibracdo do doseamento de fosforo pelo método de Bartlett (1959)

Os valores da concentracao dos fosfolipides, em mM, foram calculadas a partir da

curva de calibragcdo. Na tabela 1 encontram-se as concentracbes fosfolipidicas
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determinadas para cada formulacao analisada. Todas as formulagdes de lipossomas
foram preparadas com tampé&o Hepes (10 mM Hepes, 135 mM NaCl, 5 mM EDTA,

pH 7,4), para uma concentragao lipidica total de 20 mM.

TABELA 1. Composic¢ao, razao molar e resultado da concentracao de fosfolipides das
preparacdes de lipossomas analisadas.

Concentracao de

Composicao Razao molar fosfolipides (mM)
DOPE/CHEMS 7/3 7,1
MPEG2000-DSPE/ DOPE/CHEMS 0,5/6,5/3 11,1
aPEG;000-DSPE/ DOPE/CHEMS 0,5/6,5/3 12,4
DOPC/COL 7/3 11,8
MPEG;000-DSPE/ DOPC/COL 0,5/6,5/3 13,8
aPEG;000-DSPE/ DOPC/COL 0,5/6,5/3 13,0

MPEG2000-DSPE/ HSPC/COL 0,5/5,5/4 7,8
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