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Resumo:

O emprego de nanossistemas para o
carreamento de farmacos antitumorais tem
sido uma estratégia promissora para o
diagnostico e tratamento do cancer. Nesse
sentido o objetivo deste trabalho foi
desenvolver micelas contendo paclitaxel
(PTX), radiomarcadas com tecnécio-99m
(**"Tc) e avaliar seu potencial como agente
terandstico.

As micelas de DSPE-PEG2000 e DSPE-
PEG2000-DTPA, contendo PTX, foram
preparados por hidratacdo o filme lipidico e
avaliadas quanto ao didametro médio, potencial
Zeta e teor de encapsulagdo. As micelas
foram, ainda, radiomarcadas com *™Tc e
estudos de Dbiodistribuicdo e imagens
cintilograficas foram realizadas em
camundongos BALB/c portadores de tumor
4T1.

As micelas apresentaram propriedades fisico-
quimicas, teor de encapsulagdo e pureza
radioquimica compativeis com administracido
endovenosa. Além disso, as micelas
apresentaram prolongado tempo de circulagéo
e acumulo significativo no tecido tumoral,
indicando o potencial terandstico desse
sistema.
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Introducgao:

O Paclitaxel (PTX) é um antineoplasico
amplamente utilizado em protocolos de
tratamento de varios tipos de cancer, porém
apresenta baixa biodisponibilidade e alta
toxicidade. Nesse sentido, vé-se a
necessidade de utilizar sistemas de entrega de
farmacos capazes de promover maior
solubilidade e diminuir a toxicidade dos
farmacos. Dentre os sistemas utilizados para
esse fim as micelas poliméricas (MP),
estruturas  coloidais esféricas formadas
espontaneamente, apresentam propriedades
interessantes relacionadas ao tamanho e
composigao que permitem o direcionamento
de substancias terapéuticas e diagnodsticas
para tumores soélidos.

O principal is6topo utilizando na medicina
nuclear é o tecnécio-99m (**"Tc), pois possui
caracteristicas fisicas adequadas como
decaimento por emissdo de radiagdo gama,
meia vida fisica de seis horas, emissao de
fétons de 140 KeV. Nesse sentido o objetivo
deste trabalho foi desenvolver micelas
contendo paclitaxel (PTX), radiomarcadas com
tecnécio-99m (**"Tc) e avaliar seu potencial
como agente terandstico.

Metodologia:

Para o preparo das MP, solucbes
cloroférmicas de DSPE-PEG2000 e DSPE-
PEG2000-DTPA foram ftransferidas para um
baldo de fundo redondo e o solvente foi
evaporado. Posteriormente, o filme formado foi
hidratado com solugéo salina 0,9% (p/v) para
formagdo das MP. Para o preparo das MP
contendo PTX, solucdo de PTX em cloroférmio
foi transferida para o baldo, juntamente com o
DSPE-PEG2000.

O teor de PTX encapsulado (TE) foi avaliado
por cromatografia liquida de alta eficiéncia. As
micelas foram, ainda, caracterizadas quanto
ao didmetro médio (DM) e potencial zeta,
determinados pela técnica de espalhamento
dindmico da luz.

As micelas compostas de DSPE-
PEG2000:DSPE-PEG2000-DTPA (95:5) foram
submetidas a marcacdo com o isétopo
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radioativo *™Tc. Para isso, 250 pyL de MP
foram adicionadas a um frasco juntamente
com 100 pL de solugédo de cloreto estanoso
(SnCl,). O pH foi ajustado para 7,0-8,0, o
frasco foi lacrado e realizou-se vacuo. Em
seguida, foram adicionados 3,7 MBq de
pertecnetato de sodio. A mistura foi agitada e
mantida sob vacuo durante 15 minutos. Ao
final, o rendimento da marcagao foi
determinado pela quantificagdo das impurezas
radioquimicas *"TcO, e *"TcO,. Para isso,
foi utilizada cromatografia em camada delgada
para a determinacdo da primeira, utilizando
como fase mével a acetona e, a segunda foi
quantificada e eliminada por um processo de
fitragdo em 0,22 pm.

A radiomarcacéao teve sua estabilidade in vitro
avaliada em solugdo salina e em plasma de
camundongo. Em solugdo salina, o frasco
contendo as MP marcadas foi mantido a
temperatura ambiente e, nos tempos de 1, 2,
4, 6 e 8 horas, aliquotas foram retiradas para a
quantificagcdo de *"TcO, . Em plasma, foi
utilizada uma proporg¢ao de cerca de 100 pL de
MP radiomarcadas para cada 1,1 mL de
plasma de camundongo. A mistura foi
incubada sob agitagdo a 37°C e, nos tempos
1, 2, 4, 6 e 8 horas, o teor de *™TcO, foi
quantificado.

Para a depuragdo sanguinea injetou-se uma
aliquota de 3,7 MBq de **"Tc-DTPA-PM na
veia da cauda de camundongos saudaveis (n
= 6) e recolheu-se amostras de sangue a 1, 5,
10, 15, 30, 45, 60, 120, 240, 360 , 480 e 1440
min apos a administracdo. Uma pequena
incisao foi feita na cauda distal para facilitar a
coleta rapida e confidvel do sangue. A
percentagem de dose injetada por grama (%
ID / g) de sangue foi determinada e os dados
expressos em funcao do tempo.

As células 4T1 foram cultivadas em meio
DMEM contendo 10% (v / v) de soro bovino
fetal, 100 Ul / mL de penicilina e 100 mg / mL
de estreptomicina. As células foram mantidas
numa incubadora humidificada com atmosfera
de CO2 a 5% a 37 ° C. As células foram
cultivadas até a confluéncia e depois, colhidas
com tripsina a 0,25%. Apds centrifugagéo a
500 g durante 5 min, as células foram
ressuspendidas em DMEM para inoculagao
em camundongos Balb/c. Para a implantagao
de tumor, uma aliquota (100 mL) contendo
2,5x10°  células  4T1 foi  injetada
subcutaneamente no flanco direito de
camundongos Balb/c fémeas. Os tumores
foram deixados crescer até atingir um volume
de 100 mm® e depois foram utilizados para
estudos de Dbiodistribuicdo e imagens
cintilograficas.

Na biodistribuicdo uma aliquota de 3,7 MBq de

9MTc-DTPA-PM foi injetada intravenosamente
em cada animal (n = 6). Apos 1, 4, 8 e 24 h, os
animais foram anestesiados com uma mistura
de xilazina (10 mg/kg) e cetamina (80 mg/kg).
O coragao, os rins, 0 sangue, o estdmago, o
baco, o figado, a tirdide, os pulmdes, o
musculo e o tumor foram removidos. A
radioatividade foi medida utilizando um
aparelho de cintilagdo automatica, os
resultados foram expressos como % ID / g de
tecido.

Aliquotas de 37 MBq de *™Tc-DTPA-PM foram
injetadas por via intravenosa em camundongos
portadores de tumores (n = 6). Os animais
foram anestesiados e colocados
horizontalmente sob o colimador de uma
camara gama (Mediso, Hungria), empregando
um colimador de baixa energia de alta
resolugdo. As imagens foram adquiridas em 1,
4, 8 e 24 h apds a injecdo. Utilizando um
tamanho de matriz de 256x256 16 com uma
janela de energia de 20% ajustada a 140 keV
durante um periodo de 300s.

Resultados e Discussao:

As MP preparadas apresentaram valor de
potencial zeta igual a -2,7 + 1,1 mV e - 3,3 %
0,3 mV, e DM de 10,0 £ 0,2 nm e 10,2 £ 0,9
nm, para MP brancas e contendo PTX,
respectivamente. Quanto a a concentracao de
PTX, o teor de encapsulagao foi iguala 91,3 +
5,8%.

O processo de radiomarcacdo demonstrou um
rendimento de 93,8 + 2,1%, com um teor de
impurezas igual a 2,0 +1,5% de *"TcO, e 4,3
+ 0,7% de *"TcO,. Na avaliacido da
estabilidade de radiomarcacido, observou-se
que esta foi estavel, com pureza superior a
90%, durante as 8 horas avaliadas.

O perfil de depuragdo sanguinea de **™Tc-
DTPA-PM apés administragao intravenosa em
camundongos fémeas Balb/c saudaveis indica
uma decaimento bifasico com uma meia-vida
de distribuicdo e eliminagao igual a 65,5 min e
456,3 min, respectivamente. Estudos de
biodistribuicdo e imagens de cintilografia foram
realizados em camundongos portadores de
tumores 4T1. Foi detectada uma captagao
significativamente elevada de rim, figado e
baco, sugerindo possiveis vias de eliminagao
das micelas. Por outro lado, ndo houve
captacdo significativa no estdbmago ou na
tiredide, demonstrando a pureza da marcacgao.
Calculou-se a razdo tumor/musculo, indicando
um acumulo preferencial no tumor e néo nos
tecidos normais.

Conclusoes:
Portanto, conclui-se que foram preparadas MP
por um método simples e rapido, com uma boa
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capacidade de incorporar o PTX e sem
diferengas fisico-quimicas, sugerindo que a
incorporacédo do PTX ndo altera a estrutura
micelar. E ainda, a adicdo do conjugado
DSPE-PEG2000-DTPA como modificagdo da
superficie, possibilitou a marcacao das micelas
com *™Tc, com elevadas pureza e
estabilidade radioquimicas. Os estudos in vivo
mostraram um longo tempo de circulagdo e um
direcionamento preferencial para o tumor,
indicando capacidade para ser potencial
terandstico
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