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Resumo

A maioria dos meios de contraste utilizados na prética clinica para Imageologia por
Ressonancia Magnética sdo quelatos de Gd(lll) de baixo peso molecular. Estes agentes de
contraste sdo caracterizados por inespecificidade tecidular e baixa relaxividade T1, o que
implica a administrac@o de doses elevadas e limita a sensibilidade desta técnica de diagnéstico.
O objectivo principal deste trabalho foi, pois, testar a hipétese de que a encapsulacdo de
guelatos de Gd(Ill) em nanoparticulas poliméricas coloidais aumentaria a sua relaxividade,
sugerindo a possibilidade deste tipo de formulagdes poder ser utilizado no desenvolvimento de
meios de contraste vectorizados para populacdes celulares especificas.

Para testar esta hipotese, recorreu-se aos poli (a-hidroxiacidos) PLA (&cido poli-lactico)
e PLGA (acido poli(lactico-co-glicélico)), dois tipos de polimeros biodegradaveis e autorizados
para administracdo endovenosa. Foram ainda realizados alguns estudos com o polimero poli (&-
caprolactona). Os quelatos de Gd(lll) utilizados incluiram cinco Gd(DTPA-bisalquilamidas), trés
das quais foram sintetizadas no ambito deste trabalho e possuem cadeias laterais alquilicas
saturadas de hidrofobicidade crescente. A formulagdo mais promissora foi avaliada por
relaxometria a campo fixo (9 MHz) e a 20°C, obtendo-se a sua relaxividade T1.

A encapsulacdo dos quelatos de Gd(lll) com hidrofobicidade crescente em
nanoparticulas ndo se traduziu num aumento linear da eficacia de encapsulacdo e teor de
quelato associado. No entanto, a interaccao do quelato GADTPA-bisestearilamida com PLA 90
traduziu-se numa eficacia de encapsulacdo de 38.9%, indiciando a potencialidade para estudos
futuros.

Os principais resultados obtidos com o quelato GADTPA-bismorfolinoetilamida indicam
gue a sua encapsulacdo em nanoparticulas de poliésteres é beneficiada pela presenca de
polimeros de baixo peso molecular (PM=6000) em associa¢do com polimeros de elevado peso
molecular (PM=63600). A utilizacdo conjunta destes polimeros de PLGA permitiu encapsular
eficazmente 45% do quelato, evitando as elevadas perdas de quelato registadas com outras
formulacdes de poliésteres. Esta formulacdo permitiu aumentar a relaxividade do quelato 7
vezes, obtendo-se um valor médio de r1 médio de 37.1 s'mM™. Os resultados obtidos foram
descritos estatisticamente pelos pardmetros média e desvio padréao.

Os resultados aqui apresentados indiciam o potencial de sistemas nanoparticulares de
poliésteres como meios de contraste em IRM. As suas caracteristicas de relaxividade e o seu
potencial para vectorizagéo cito-especifica tornam este sistema coloidal muito promissor para o
desenvolvimento de meios de contraste mais eficazes, mais sensiveis e com caracteristicas
farmacocinéticas modulaveis. Estas caracteristicas permitiriam obter um diagndstico mais
precoce e com informacdo imageolégica mais detalhada, aumentando a probabilidade de

sobrevivéncia e/ou tratamento mais eficaz.
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Abstract

Most of the MRI contrast agents available on the clinic setting are low molecular
weight Gd(lll) chelates. Their lack of tissue specificity and relatively low T1 relaxivity results
in the use of high doses and limits the diagnostic sensitivity. The main goal of this project
was to test the hypothesis that the encapsulation of Gd(lll) chelates into colloidal polymeric
nanoparticles would increase its T1 relaxivity, suggesting the possibility that this type of
formulations could be used in the development of targeted contrast agents to specific
cellular populations.

To test this hypothesis we used the poly (a-hidroxyacids) PLA (poly-lactic acid) and
PLGA (poly(lactic-co-glycolic)), two types of biodegradable polymers authorized for
intravenous administration. In addition, some studies were also conducted with the polymer
poly (e-caprolactone). The Gd(lll) chelates used included 5 Gd(DTPA-bisalkylamides), in
which 3 of them were synthesized in the context of this project and had saturated alkyl
lateral chains of increased hydrophobicity. The maost promising formulation was further
studied by single field relaxometry (9 MHz) at 20°C, and its T1 relaxivity was assessed.

The encapsulation of Gd(lll) chelates of increased hydrophobicity did not result
neither in a linear increase of encapsulation efficiency nor in the increase of chelate amount
associated. However, the interaction between GdDTPA-bisstearylamide and PLA 90
resulted in an encapsulation efficiency of 38.9%, indicating its promise for further study.

The main results obtained with GdDTPA-bismorpholinoethylamide indicated that the
concomitant presence of low (MW=6000) and high (MW=63600) molecular weight
polyesters benefits the chelate encapsulation into polymeric nanoparticles. The
simultaneous use of these PLGA polymers allowed a 45% chelate incorporation, avoiding
the high chelate losses seen with other nanoparticles” formulations. This association
resulted in a 7 fold increase of T1 relaxivity, with an rl mean value of 37.1 s™mM™. All
results were statistically described by its mean and standard deviation, where applicable.

The results described herein indicate the potential of polyester's nanoparticles as
MRI contrast agents. Their relaxivity characteristics and their targeting potential rise promise
into the development of more efficacious, more sensitive and pharmacokinetic flexible
contrast agents. Such characteristics would allow for an earlier diagnostic with more

detailed imaging information, improving the odds of patient’s best treatment and/or survival.
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Objectivos propostos e organizagao da dissertagcao

O trabalho desenvolvido no ambito desta tese visou atingir os seguintes
objectivos especificos:

i) sintetizar quelatos de gadolinio (Gd[lll]) de hidrofobicidade adequada a sua
encapsulacao em nanoparticulas poliméricas de poliésteres;

ii) desenvolver nanoparticulas poliméricas coloidais contendo quelatos de Gd(lll)
com o intuito de estudar o seu potencial como meios de contraste em Imageologia por
Ressonéancia Magnética (IRM);

iii) estudar a potencialidade das formulacdes desenvolvidas anteriormente como
meios de contraste para IRM através da avaliacdo das suas caracteristicas

relaxométricas.

Neste contexto, esta tese estd dividida em 5 capitulos. No primeiro capitulo é
feita uma revisdo de conjunto que foca os aspectos considerados mais relevantes para
a discusséo do trabalho efectuado.

O segundo capitulo descreve todo o trabalho de sintese e caracterizacdo dos
guelatos de Gd(lll) ou seja, o primeiro objectivo proposto nesta tese.

No capitulo 11l esta descrito todo o trabalho de desenvolvimento tecnologico das
formulagbes de nanoparticulas poliméricas coloidais com Gd(lIl) encapsulado.

A caracterizacdo relaxométrica preliminar das formula¢cdes encontra-se exposta
no capitulo 4.

O capitulo 5 expbe as principais conclusdes globais de todo o trabalho

desenvolvido no ambito desta tese de Mestrado.
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Capitulo 1

1.1. Imageologia por Ressonancia Magnética

A imageologia por ressonancia magnética € um fendmeno complexo -cuja
abordagem aprofundada esta para além do ambito desta tese. Como tal, este capitulo é
iniciado com uma exposi¢cao muito simplificada desta area e dos mecanismos envolvidos na
geracdo do contraste de imagem. Esta exposicdo € baseada principalmente em varios
trabalhos publicados nesta area (Gil e Geraldes, 1987; Mitchell, 1999; Brown e Semelka,
1999; Stark e Bradley, 1999) nao deixando de ser no entanto, apenas um sumario breve e

simplista.

1.1.1. Conceitos de Ressonancia Magnética

O fendbmeno de ressonancia magnética baseia-se na interacgdo entre um campo
magnético externo e um nucleo que possua spin. O spin nuclear ou, mais concretamente, o
seu momento angular, € uma das varias caracteristicas intrinsecas de um atomo e o seu
valor depende da composi¢cao atomica especifica. Cada elemento da tabela periddica com
excepgao do argon e do cério tem pelo menos um isétopo natural possuidor de spin (Stark e
Bradley, 1999). Como tal, praticamente todos os elementos podem ser examinados por
ressonancia magnética.

A tabela 1 mostra alguns dos elementos geralmente presentes em sistemas
bioldgicos, bem como as respectivas constantes de interesse em ressonancia magnética
nuclear.

O nucleo de hidrogénio, 'H, consiste num tnico protdo, possui um spin de % e é o
isotopo de hidrogénio mais abundante. Este nucleo € muito sensivel ao campo magnético
devido a sua elevada susceptibilidade magnética, y. O corpo humano é composto por
tecidos que contém basicamente agua e lipidos, os quais contém hidrogénio (Gil e
Geraldes,1987). Como tal, o nucleo de hidrogénio é a escolha natural em imageologia por

ressonancia magnetica.
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Tabela 1. Constantes para nucleos especificos com interesse biologico

Composigéo Nuclear

Elemento Protdes  Neutrbes Spin Razéo Abundéncia wa 1.5T (MHz)
giromagnética y Natural (%)
(MHz T

H, Prétio 1 0 Y% 42,5774 99.985 63.8646
°H, Deutério 1 1 1 6.53896 0.015 9.8036
*He 2 1 Y 32.436 0.000138 48.6540
12 6 6 0 0 98.90 0

13 6 7 Y 10.7084 1.10 16.0621
14 7 7 1 3.07770 99.634 4.6164
1 7 8 % 4.3173 0.366 6.4759
160 8 8 0 0 99.762 0

v 8 9 5/2 5.7743 0.038 8.6614
OF 9 10 % 40.0776 100 60.1164
BNa 11 12 3/2 11.2686 100 16.9029
¥p 15 16 % 17.2514 100 25.8771
12%%e 54 75 % 11.8604 26.4 17.7906

Adaptado de lan Mills, ed., Quantities, Units, and Symbols in Physical Chemistry, IUPAC, Physical Chemistry Division, Blackwell,
Oxford, UK, 1989.

i) producéo de magnetizagéo liquida

Os nucleos de carga positiva constituem per se um campo magnético local, ou
momento magnético. Este momento magnético associado aos protdes nucleares é
fundamental em ressonancia magnética. Um nucleo possuidor de spin pode ser visualizado
como sendo um vector com um eixo de rotagdo préprio e com orientagdo e magnitude,
definidas (figura 1).

O campo magnético associado ao spin € paralelo ao eixo de rotagdo do nucleo. Esta
orientagdo do spin nuclear bem como as alteragdes que o nucleo experimenta durante um
exame de ressonancia magnética constituem a base do sinal que se obtém (Mitchell DG,
1999).

Figura 1. A rotacdo de um nucleo de carga positiva produz um campo magnético orientado paralelamente ao eixo de
rotagdo. Este arranjo é analogo ao produzido por uma barra magnética na qual o campo magnético se considera orientado
do pdlo sul para o polo norte. Adaptado de Brown e Semelka, 1999.

Considere-se um volume arbitrario de tecido biolégico na auséncia de um campo
magnético externo. Cada protdo do tecido tem um vector de spin de igual magnitude. No

3
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entanto, os vectores de spin estdo orientados aleatoriamente em todas as direcgdes. A
adicdo de todos estes vectores produz uma soma nula, ou seja, ndo se observa qualquer

magnetizacao liquida no tecido em analise (figura 2).

P
Ca

Figura 2. Representagdo micro- e macroscépica da populagdo de protdes na auséncia de um campo magnético externo.
Na auséncia de campo magnético os protdes tém os seus vectores de spin orientados aleatoriamente (andlise
microscoépica). O vector soma destes vectores € nulo (analise macroscépica). Adaptado de Brown e Semelka, 1999.

No entanto, se o tecido for submetido a um campo magnético externo Bo1, os protdes
individuais comegcam a rodar, ou precessar, definindo uma orbita em torno do campo

magnético (figura 3) (Smith e Lange, 1998).

= Figura 3. No interior de um campo magnético o protéo precessa em volta
HL:I * i do campo. O eixo precessional é paralelo ao campo magnético Bg. O

. ¥ componente Z do vector de spin (projeccdo do spin no eixo Z) € o

componente mais importante uma vez que nao sofre alteragdo da sua
maghnitude ou direcgdo a medida que o protdo precessa. Os componentes

X e Y variam com o tempo numa frequéncia wy proporcional a By,
conforme expresso pela equagdo [1-1]. Adaptado de Brown e Semelka, 1999.

Os protdes precessam ligeiramente afastados do eixo do campo magnético, sendo o
seu eixo de rotagao paralelo a By. Esta rotacdo ocorre devido a interaccdo do campo
magnético com a carga positiva do nucleo. O movimento de cada protdo pode ser descrito
por um unico grupo coordenadas x, y (perpendicular a Bp), e z (paralelo a Bgp). As
coordenadas perpendicular, ou transversa, variam ao longo do tempo a medida que o
protdo precessa. A coordenada z mantém-se constante.

A velocidade ou frequéncia de precessao € proporcional a forca do campo magnético

e é expressa pela equacéao [1-1], a equacao de Larmor,

L por convengao, By é definido como estando orientado na direc¢do Z de um sistema de coordenadas cartesiano; o eixo de
rotacdo é também o eixo Z.
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wo=yBo/2TT [1-1]

em que wy € a frequéncia de Larmor (MHz). By é a forga do campo magnético em Tesla (T)
que o protdo experimenta e y € uma constante para cada nucleo em s'T", conhecida por
razdo giromagnética (Brown e Semelka, 1999). A tabela 1 inclui valores de ye wa 1.5T para
varios nucleos.

Se se proceder a adicao dos vectores de spin na presenga de um campo magnético
externo, o resultado sera agora um pouco diferente. Na direc¢cao perpendicular a By, as
orientagdes do spin estdo orientadas aleatoriamente tal como estavam na auséncia do
campo magnético, apesar da dependéncia temporal de cada componente transverso. N&o
existe ainda magnetizacao liquida perpendicular a Bg. No entanto, na direc¢do paralela ao
campo magnético, o resultado é diferente. Uma vez que a orientagao relativamente ao eixo
precessional do protdo se mantém constante ao longo do tempo, ocorre uma interacgéo
constante e ndo nula entre o protdo e By, designada por interaccdo de Zeeman. Este
acoplamento causa uma diferenca de energia entre os protdes alinhados paralela e

antiparalelamente a By. Esta diferenca de energia, AE, é proporcional a By (figura 4).

Figura 4. Diagrama de Zeeman. Na auséncia de um campo magnético,
|1 nargy  a populagéo de protdes tera a configuragdo do componente Z de igual
Ty energia pelo que ndo existe nenhum alinhamento preferencial entre as

orientagdes paralela e antiparalela dos spins. Na presenga de um

LLLLLLL . B campo magnético externo, a orientacdo paralela a By terd menor
' E energia pelo que é a configuragdo com o maior nimero de protdes. A

“.' 1 diferenga de energia entre as duas configuragées, AE, é proporcional
a Bo. Adaptado de Brown e Semelka, 1999.

Loresmr

Ty

O resultado da interaccéo de Zeeman traduz-se no facto de spins com orientagoes
opostas (paralela e antiparalela) terem energias diferentes. A orientacao que é paralela ao
campo magnético tem menor energia do que a orientagcado antiparalela. Considerando uma
populacido de protdes, a maioria estara orientada paralelamente a By, ou seja, existe uma
polarizagado induzida dos spins pelo campo magnético (figura 5a). O numero exacto de
protdbes em cada nivel de energia obedece a distribuicdo de Boltzman, traduzida pela

equacao [1-2],

— ~-DAEKT
NantiparaIeIO/Nparalelo—e Ak [1-2]
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em que Nantiparalelo © Nparalelo S80 0 NUmero de protdes nos niveis de energia superior e

inferior, respectivamente, e k é a constante de Boltzman, 1.381x102 JK™. Visto que a

separagao entre os niveis de energia, AE, depende da forgca do campo magnético By, o
namero exacto de spins em cada nivel energético também depende de By, aumentando
com o aumento da forca do campo magnético. A temperatura ambiente (= 25°C), havera
um excesso de protdes no nivel inferior. Este numero desigual de protdes em cada nivel
significa que o vector soma de spins sera diferente de zero e ir-se-a alinhar paralelamente
ao campo magnético. Por outras palavras, o tecido ficara magnetizado na presenca do
campo magnético, adquirindo a magnetizacao liquida My. A orientacdo de Mg sera a de By,

mantendo-se constante ao longo do tempo (figura 5b) (Smith e Lange, 1998).

a. b.

Figura 5. Representagdes microscopica (a) e macroscopica (b) de uma populagéo de protdes na presenga de um campo
magnético. Cada protdo precessa em torno do campo magnético. Se for utilizado um sistema de rotagdo de referéncia

com uma velocidade de rotagcéo wy, a populagéo de protdes surge estacionaria. Enquanto que os componentes Z sdo um
de dois valores (um positivo e um negativo), os componentes X e Y podem assumir quaisquer valores, positivos ou

negativos. A rotagao dos protdes forma dois cones rotacionais, um com componente Z positivo e outro com componente Z

negativo. Uma vez que existem mais protdes no cone de rotagdo superior, o vector soma Mo sera nao nulo, pelo que a
magnetizagao liquida tera magnitude constante e sera paralela a Bo. Adaptado de Brown e Semelka, 1999.

Este arranjo com My alinhado com o campo magnético sem componente transversa
€ a configuragao normal, ou de equilibrio, dos protdes. Esta configuracao tem o nivel de
energia mais baixo e é o arranjo para o qual os protdes tendem naturalmente a regressar
apos quaisquer perturbagcbes sofridas, tais como a absor¢gdo de energia. Esta
magnetizacao induzida, My, € a fonte do sinal de ressonancia magnética. Como
consequéncia, tudo o resto sendo constante, quanto maior o valor de My maior sera o sinal
obtido (Stark e Bradley, 1999).
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i) Magnetizacéo e obtengdo de contraste de imagem

Durante um exame de ressonancia magnética, o tecido &€ exposto a energia na
frequéncia exacta em que sera absorvida. Apds um curto periodo de tempo esta energia é
reemitida, detectada e processada.

Toda a area de ressonancia magnetica € baseada na manipulacdo da magnetizacéo
liquida, Mo. A manipulacdo mais simples envolve a aplicacdo de um curto pulso energético
de radiofrequéncia contendo multiplas frequéncias. Durante o pulso, os protdes absorvem
uma determinada parte desta energia correspondente a uma frequéncia especifica. Apds a
cessagao do pulso, os protdes reemitem a energia na mesma frequéncia. A frequéncia
especifica que é absorvida é proporcional ao campo magnético By, de acordo com a
equacgao de Larmor definida anteriormente. Quando um protdo é irradiado com energia na
frequéncia correcta (uy), € excitado da orientagdo de menor energia (paralela) para a de
maior energia (antiparalela) (figura 6).

Figura 6. Diagrama de Zeeman. A diferenga de energia entre as duas

configuragdes, AE, é proporcional a forga do campo magnético Bg € a

| frequéncia precessional correspondente y, conforme expresso pela
,/+: T equagao [1-3]. Quando ¢ aplicada energia nesta frequéncia a amostra,

= AR A} os spins no estado energético inferior sdo excitados para o estado de
energia superior. Por outro lado, os spins no estado de energia

AE superior sao estimulados a libertar a sua energia e relaxar para o
estado energético mais baixo. Visto que existem mais spins no estado

At de energia inferior, ocorre absorgéo liquida de energia pelos spins da
amostra. Adaptado de Brown e Semelka, 1999.

%
M= — =y

Em simultaneo, um protdo no nivel de energia superior é estimulado a libertar a sua
energia, assumindo o estado de menor energia. A diferenca de energia (AE) entre ambos
os niveis é exactamente proporcional a frequéncia wy € ao campo magnético By, de acordo

com a equacéo [1-3],

AE=h"wp=h y Bo/2TT [1-3]

em que h* representa h/27re h representa a constante de Plank, 6.626x10* J s. E de notar
que somente a energia nesta frequéncia pode estimular as transigdes entre os dois niveis
de energia de spin (condi¢ao de Bohr). Esta absor¢ao de energia é conhecida por absorcéo
de ressonancia. A frequéncia desta energia € designada por frequéncia ressonante (Rocklage
etal., 1992).
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No caso de uma populacéo de protdes presentes num determinado volume de tecido
bioldgico existe uma quantidade significativa de energia absorvida e emitida durante o
periodo de aplicacdo do pulso. No entanto, visto que existem mais protdes no nivel de
energia inferior (figura 6), ocorre absorcao liquida de energia pelo tecido. A energia é
aplicada sob forma de pulso de radiofrequéncia com uma frequéncia central wy e orientacao
perpendicular a By, conforme indicado pelo campo magnético efectivo B4 (figura 7). Esta
diferenca de orientacao conduz ao acoplamento entre o pulso de radiofrequéncia e Mg

permitindo a transferéncia de energia para os protdes (Smith e Lange, 1998).

Figura 7. Efeito da aplicagdo de um pulso de radiofrequéncia de 90° no perfil de rotagéo de referéncia. O pulso aplicado
na frequéncia de ressonancia wp pode ser considerado como um campo magnético adicional B1, orientado
perpendicularmente a Bo. Quando a energia é aplicada na frequéncia adequada, os protdes absorvem essa energia e a
magnetizagdo M roda no plano transverso. A direcgéo de rotagao é perpendicular a By e B4. Adaptado de Brown e Semelka,
1999.

A absorcao de energia provoca o afastamento da rotacdo de My da sua orientagao
de equilibrio, perpendicular a By e B41. Se o transmissor de radiofrequéncia for deixado
durante tempo e com amplitude, suficientes, a energia absorvida provocara a rotacao total
de My no plano transverso, um resultado conhecido por pulso de 90°. Uma vez desligado o
transmissor, os protdes comecam imediatamente a realinhar-se e a regressar a sua
orientagao de equilibrio, emitindo energia com frequéncia wy. Se for colocado um detector
perpendicularmente ao plano transverso, os protdes induzir-lhe-do voltagem durante a sua
precessdo. Esta voltagem diminui com o tempo a medida que mais e mais protdes libertam
a energia absorvida, através do processo conhecido por relaxagdo. A voltagem induzida, ou
sinal de ressonancia magnética, é quantificado no decaimento induzido livre, ou FID?. A
magnitude do sinal FID depende do valor de My imediatamente antes da aplicagdo do pulso
de 90° (Brown e Semelka, 1999; Rocklage et al., 1992).

2 Free Induction Decay.
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O consequente tratamento matematico do sinal FID por transformadas de Fourier
bem como a conversdo deste sinal analdgico para digital conduzem a obtencao final de

contraste, o sinal visivel em imageologia por ressonancia magnetica.

iii) Relaxagao de spin

A quantificagao do sinal de ressonancia magnética pode ser analisado em termos de
transferéncia de energia. A relaxacao € o processo pelo qual os protdes libertam a energia
que absorveram do pulso de radiofrequéncia. Este processo é fundamental em ressonéancia
magnética, tdo essencial quanto a absorcdo de energia, pelo que constitui o mecanismo
primario de obtengéo de contraste de imagem.

No processo de absorgdo em ressonancia, a energia de radiofrequéncia é absorvida
pelos protdes quando estd presente na frequéncia correcta. Durante a relaxagéo, os
protdes libertam esta energia e retornam a sua configuragédo original. Embora um protéo
individual absorva a energia, os tempos de relaxagcdo sdo medidos para a totalidade da
amostra, pelo que o resultado que se obtém constitui uma quantificagao média.

Podem quantificar-se dois tempos de relaxagéo distintos, designados por T1 e T2.
Embora ambos quantifiquem a transferéncia espontanea de energia de um protdo no
estado excitado, diferem na disposicao final dessa energia. Estes dois parametros de
relaxividade sao especificos para cada tecido.

Resumidamente, T1 ou tempo de relaxacao longitudinal ou de spin-rede, refere-se ao
periodo de tempo que demora para que a magnetizagao do tecido volte ao seu estado de
equilibrio na direccdo longitudinal do campo magnético externo apos excitagdo com um
pulso de energia de radiofrequéncia. O excesso de energia que é absorvido pelos spins
regressa ao meio durante o processo de relaxagao.

A segunda propriedade da relaxividade de um tecido é a relaxagdo spin-spin ou
transversa, conhecida também por relaxacdo T2. Neste processo de relaxagdo, 0 excesso
de energia depositada no tecido pelo pulso de radiofrequéncia é transferido entre os spins
magnéticos. Esta energia transferida resulta na perda da coeréncia de fase do spin no plano
transverso e desfasamento de spin.

O aumento de contraste baseado na alteracdo destes dois parametros de

relaxividade pode ser classificado de acordo com a alteracéo provocada em T1 ou T2.
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Relaxagéo T1
O tempo de relaxagcado T1 é o tempo necessario para que o componente 7 de M retorne

a 63% do seu valor original apés um pulso excitatério. E também designado por tempo de
relaxagao longitudinal ou tempo de relaxagao spin-rede.

My é paralelo a By no equilibrio. A absor¢cdo de energia provoca a rotacdo de My no
plano transverso. O tempo de relaxacdo T1 fornece o mecanismo através do qual os
protdes libertam a sua energia para voltar a sua orientacdo original.

Se for aplicado um pulso de 90° a amostra, My rodara conforme ilustrado na figura 7,
pelo que ndo havera magnetizagao longitudinal apds a cessagao do pulso. Com o decorrer
do tempo observar-se-a o retorno da magnetizagao longitudinal a medida que os protdes

libertam a sua energia (figura 8).

Figura 8. Relaxagdo T1 apos a aplicagdo de um pulso de
S radiofrequéncia de 90°. Apos a aplicagdo do pulso a 90°
ndo existe magnetizagdo longitudinal. Apdés um curto
periodo de tempo observar-se-a  magnetizagéo
. : ! longitudinal resultante da libertagdo de energia dos
protdes, por relaxagdo T1. Gradualmente, a medida que
mais protdes libertam a sua energia, restabelece-se uma
fraccdo crescente de M, Mais tarde, My sera
eventualmente restaurado na totalidade. A alteragdo de
) M, /My ao longo do tempo t obedece a um processo de
crescimento exponencial descrito pela equacdo [1-4].

Adaptado de Brown e Semelka, 1999.

Este retorno da magnetizagdo segue um processo de crescimento exponencial, de
acordo com a equacao [1-4], sendo T1 a constante temporal que descreve a velocidade de

crescimento
M(t)=Mo(1-e™™) [1-4]

e sendo 1 o tempo decorrido apds o pulso de radiofrequéncia. Apos 3 periodos de tempo
T1, M tera voltado a 95% do valor que tinha antes da aplicacdo do pulso, i.e., para Mg. O
termo spin-rede refere-se ao facto do protao excitado (“spin”) transferir a sua energia para o
meio envolvente (“rede”) em vez de para outro spin. Como tal, esta energia nao contribui
para a excitacao de outros spins (Rocklage et al., 1992).

Esta transferéncia de energia para o meio circundante tem algumas consequéncias
importantes. Suponhamos que a energia € aplicada continuamente na frequéncia de

ressonancia de forma a que nao ocorra relaxagao. Nesta situacdo os protbes de nivel
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energético inferior absorvem energia e os protdes de nivel energético superior sao
estimulados para emitir a energia que possuem. Uma vez que a energia é continuamente
transmitida, as populacdes de protdes de ambos 0s niveis energéticos ir-se-ao igualizar
gradualmente. Nesta situacdo ndo é possivel ocorrer mais absorgdo de energia, ou seja,
atinge-se a saturacado (Mitchell, 1999). De facto, a quantidade de energia que uma
populacao de protdes pode absorver antes de ficar saturada é limitada.

Num exame de ressonancia magnética a energia do pulso de radiofrequéncia é
utilizada com um atraso temporal entre pulsos repetidos. Este periodo de tempo entre
pulsos sucessivos permite que os protdes excitados cedam a sua energia absorvida
(relaxacdo T1). A medida que os protdes cedem a sua energia ao meio circundante, a
diferenga populacional (spins paralelos vs. spins antiparalelos) é restabelecida para que a
absorcdo liquida possa reocorrer.

Por razdes praticas, o tempo entre pulsos sucessivos € geralmente insuficiente para

que a relaxacao T1 seja completa, pelo que M nao retorna totalmente a My (figura 9).

Figura 9. Apds a aplicagao de um pulso de radiofrequéncia de
90° a magnetizagdo longitudinal é recuperada através da
relaxagédo T1. Se o tempo T decorrente entre dois pulsos
sucessivos for insuficiente para que M recupere na totalidade,
apenas M’ existirda aquando da aplicagdo do segundo pulso
(a). Se o tempo t decorrer novamente, entdo apenas M’
estara presente (b). M"" sera menor que M" mas a diferenca

" sera menor que a diferencga entre M e M’. Adaptado de Brown e
— » Semelka, 1999.

A aplicacdo de um segundo pulso antes que o processo de relaxagdo esteja
completo induz a rotagdo de M no plano transverso, mas com uma magnitude menor do
que apods o primeiro pulso. Apds algumas repeti¢cdes, M volta a mesma magnitude antes de
cada pulso, ou seja, M atinge o seu estado estacionario (Rocklage et al., 1992).

Em geral, este valor de estado estacionario depende de 5 parametros:

- campo magnético externo By

- numero de protdes que produzem M (por unidade de volume de tecido, conhecido
por densidade protdnica)

- quantidade de energia absorvida pelos protdes (o dngulo do pulso)

- velocidade de aplicagéo do pulso de radiofrequéncia (tempo 1)

- quao eficazmente os protdes cedem a sua energia (tempo de relaxagao T1).

11
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Como ja foi mencionado, a relaxacgao spin-rede mede a transferéncia de energia de
um protdo excitado para o meio circundante. A chave desta transferéncia de energia é a
presenca de movimento molecular (vibragao, rotacéo) na imediagcéo do protao excitado com
uma frequéncia intrinseca, w_, que coincide com a frequéncia ressonante, wy. Quanto mais
proximo wy estiver de w,, mais rapidamente o movimento absorve a energia e mais
frequentemente esta transferéncia de energia ocorre, permitindo que a populagédo de
protdes retorne mais cedo a sua configuragcao de equilibrio.

Nos tecidos, a natureza da estrutura molecular das proteinas e a presenca eventual
de quaisquer ides metalicos tem um efeito pronunciado em . 16es metalicos como o ferro
ou manganés podem ter momentos magnéticos significativos que poderao influenciar o
ambiente local. Enquanto que as estruturas proteicas sao diferentes para muitos tecidos, a
rotacdo molecular da maioria das proteinas tem tipicamente w, de ca. 1 MHz. Assim, na
presenca de frequéncias de ressonancia baixas (Bo reduzido), existe uma identificacéo
maior entre w_ e wpy. Como resultado, a transferéncia de energia € mais eficaz pelo que T1
€ menor. Este processo constitui a base para a dependéncia que T1 tem da frequéncia, i.e.,

T1 diminui com o decréscimo da forga do campo magnético (Saini et al., 1991).

Relaxagéo T2
O tempo de relaxagcédo T2 é o tempo necessario para que o componente transverso

da magnetizacdo M decresga irreversivelmente para 37% do seu valor inicial (Brown e
Semelka, 1999). Este parametro é também conhecido como tempo de relaxagdo spin-spin ou
tempo de relaxacdo transversa. Como foi referido anteriormente, no estado de equilibrio Mg

esta totalmente orientado ao longo do eixo z (By), ndo existindo nenhuma fraccao de My no
plano xy. A coeréncia ou uniformidade dos protdes € totalmente longitudinal. A absorcao de

energia a partir de um pulso de radiofrequéncia aplicado a 90° (figura 7) induz My a rodar

inteiramente no plano xy , pelo que a coeréncia passa a estar no plano transverso no final

do periodo de aplicagéo do pulso. A medida que o tempo passa esta coeréncia desaparece.
Simultaneamente, os protdes libertam a sua energia e reorientam-se ao longo de By. Esta
perda de coeréncia produz o FID descrito anteriormente, o qual obedece a um processo
exponencial descrito pela equagao [1-6].

Existem diversas causas para a perda de coeréncia transversa. O movimento de
spins adjacentes devido a vibragdes ou rotacdes moleculares constitui uma das causas

potenciais. Este movimento e responsavel pela relaxagao spin-spin ou verdadeiro T2. Uma
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outra causa advém do facto de um protdo nunca experimentar um campo magnético
verdadeiramente uniforme ou homogéneo. A medida que o protdo precessa, experiéncia
um campo magnético local flutuante, causando uma alteragdo em wy e perda de coeréncia
de fase transversa. A medida que esta coeréncia é dissipada, o valor da magnetizagdo no

plano xy decresce para zero. A relaxacdo T2 ou T2* é o processo pelo qual esta
magnetizagao transversa é dissipada (Brown e Semelka, 1999).
O tempo total de relaxagao transversa T2* é dado pela seguinte equagao

1 1 1 1
=+ +

T2* T2 T2, T2,

[1-8]

em que T2,, é o tempo de desfasamento devido a ndo homogeneidade do campo
magnético e T2,,; € o tempo de desfasamento devido a diferencas de susceptibilidade
magnética.

O decaimento da magnetizagao transversa apos a aplicagdo do pulso de 90° (FID)

obedece a um processo exponencial com uma constante temporal T2*:

M, (1) =M maxe_T/Tz* [1-6]

em que M € a magnetizagéo transversa M,, imediatamente apds a aplicagao

XY max
do pulso de radiofrequéncia.

Para a maioria dos tecidos ou liquidos, T2,, € o principal factor que determina T2*,
enquanto que T2,,; € mais importante no caso de tecidos com teores elevados de ferro ou

no caso de cavidades com elevado teor de ar, como sejam as vias respiratérias (Brown e
Semelka, 1999).

No final do pulso de 90°, os protdes absorveram energia e encontram-se orientados
no plano transverso. Cada protdo precessa com a mesma frequéncia wy e esta
sincronizado no mesmo ponto ou fase do seu ciclo precessional. Uma vez que cada protao
circundante do mesmo tipo tera o mesmo ambiente molecular e igual wy pode, rapida e
facilmente, absorver a energia que esta a ser libertada.

A relaxagao spin-spin refere-se a esta transferéncia de energia de um protéao excitado

para um segundo protdo presente na sua vizinhanga. A energia absorvida permanece
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assim como uma forma de energia excitatéria, ndao sendo transferida para o meio
circundante como sucede na relaxagao T1. Esta transferéncia de energia entre dois protdes
pode ocorrer multiplas vezes desde que estes estejam suficientemente proximos e ambos
possuam a mesma frequéncia wy. Esta frequéncia wy flutua devido a interacgdes intra e
inter moleculares tais como vibragdes ou rotagdes. Esta flutuagdo conduz a perda gradual e
irreversivel da coeréncia de fase dos spins a medida que estes transferem a sua energia,

reduzindo a magnitude da magnetizacao transversa (figura 10).

* ] Figura 10. (a) A magnetizagéo liquida M (setas) esta orientada

e S 3 e paralelamente a By antes da aplicagdo do pulso (1). Apos a
T puise N S o ’\$ aplicagdo do pulso de radiofrequéncia de 90° os protdes
¢ A S comegam a precessar em fase no plano transverso (2). Devido a

! i presenca de interagbes inter e intramoleculares, os protdes

o K. 8. comegam a precessar com diferentes frequéncias (setas
o N tracejadas representam movimento rapido, setas pontilhadas
a P representam movimento lento) tornando-se assincronos entre si (3).

R . K]!;_: N 7 A medida que passa mais tempo (4,5), a coeréncia transversa
,ﬁ & S : \ " vai diminuindo até que passa a existir um estado de completa
e 2 aleatoriedade nos componentes transverso, deixando de existir
; coeréncia (6). (b) Grafico do componente relativo Mxy. Os
(a) numeros correspondem ao componente Mxy esperado da Figura
10a. A alteragdo do ratio Mxy/Mxymax €m fungdo do tempo
obedece a um decaimento exponencial descrito pela equagao [1-
6]. A constante temporal para este processo € o tempo de
relaxagao spin-spin ou T2, correspondendo ao tempo em que Mxy
decresceu para 37% do seu valor original. Adaptado de Brown e
Semelka, 1999.

MXY

M
K¥max g qg

T2 é pois o tempo que decorre para que a magnetizagao transversa atinja 37% do
valor inicial que possuia imediatamente apds o pulso de 90° quando este € o unico
processo que causa perda de coeréncia. A medida que mais tempo passa, esta coeréncia
transversa desaparece por completo para se restabelecer na diregao longitudinal a medida

que a relaxacgéo T1 ocorre. O tempo de relaxagédo T2 é sempre igual ou menor que T1.
1.1.2. Agentes de contraste em Imageologia por Ressonancia Magnética
A emergéncia da imageologia por ressonancia magnética (IRM) como uma das
principais modalidades de diagndstico médico criou a necessidade de se obterem agentes

de contraste eficazes e seguros. A utilidade dos meios de contraste reside na capacidade
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que apresentam para aumentar o contraste entre o tecido alvo e os tecidos circundantes.
Para alcangarem este objectivo, os meios de contraste tém de alterar um ou varios dos
parametros que determinam a intensidade do sinal de ressonancia magnética e,

consequentemente, o contraste, nomeadamente:

a) densidade de sinal

Refere-se a fraccédo de protdes que existe no volume de tecido bioldgico a ser
analisado e determina o sinal potencial maximo de ressonancia magnética que pode ser
obtido naquele volume de tecido. A maioria dos protdes presentes num tecido biologico
advém de moléculas de agua, o que excede consideravelmente o numero de protdes
associados aos compostos organicos presentes. No entanto, pelo facto do teor de agua
presente num tecido in vivo ndo poder ser facilmente alterado por um agente de contraste,

os compostos que afectam a densidade de spin tém recebido pouca atencéo.

b) susceptibilidade magnética

Um outro determinante da intensidade de sinal na imagem de ressonéancia
magnética é a susceptibilidade magnética. Este parametro descreve a capacidade que uma
substancia possui para se tornar magnetizada quando submetida a campo magnético
externo (Stark e Bradley, 1999).

Existem quatro categorias de susceptibilidade magnética: diamagnetismo,
paramagnetismo, ferromagnetismo e superparamagnetismo (Hendrick e Haacke, 1993;
Saini, 1991).

A maioria dos compostos orgénicos € diamagnética, pelo que possuem uma
susceptibilidade magnética reduzida e negativa. Como tal, este tipo de compostos tem
pouco interesse como agentes de contraste devido ao seu efeito negligenciavel em IRM
clinico (Wood e Hardy, 1993).

Os materiais paramagnéticos, ferromagnéticos e superparamagnéticos tém
susceptibilidades positivas e muito elevadas (Brasch e Bennet, 1990). No ambito desta tese
apenas serao referidas as substancias paramagnéticas. Este tipo de substancias possui a
maior flexibilidade na concepgédo de agentes de contraste, razdo pela qual tém recebido a
maior atencao.

A presenga de um iao paramagnético pode influenciar fortemente as propriedades de

relaxacdo dos protdes circundantes, conduzindo a alteragdes no contraste tecidular. Os
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ibes metalicos paramagnéticos contém electrdes desemparelhados e, como tal, possuem
um momento magnético permanente. Os ides paramagnéticos tipicos sdo os lantanideos
Dy(lll), Gd(lIl) e os elementos de transicdo Mn(ll), Mn(lll), Fe(ll) e Fe(lll) (Brasch, 1992).

Na presenca de um campo magnético externo os ides metalicos paramagnéticos
ficam magnetizados. Esta magnetizacdo aumenta de forma linear com a forga do campo
aplicado, através de uma constante de proporcionalidade (i.e., susceptibilidade magnética)
proporcional ao quadrado do momento magnético (Stark e Bradley, 1999). A magnetizacao
contribui para a capacidade que qualquer agente possui para melhorar o contraste em
imageologia por ressonancia magneética.

A relaxacdo baseada na susceptibilidade ¢ um efeito da esfera externa®, pelo que
nao exige uma interacgao directa entre as moléculas de agua do meio e o agente de
contraste. Basicamente, necessita apenas do “aprisionamento” do agente paramagnético
num compartimento, tais como o celular ou o vascular. Perante a aplicagdo de um campo
magnético externo, o agente “compartimentalizado” fica magnetizado. Como resultado, a
magnetizacao desse compartimento € aumentada por um factor proporcional a forca do
campo magnético multiplicado pela susceptibilidade magnética e pela concentracdo do
agente de contraste (Springer e Rooney, 2001).

Relativamente aos compartimentos adjacentes, o compartimento que contém o
agente pode ser considerado como uma particula magnética de largas dimensdes e, logo,
um agente de contraste “secundario”.

A relaxagdo ocorre a medida que os protdes da agua difundem no ambiente da
esfera externa do compartimento magnetizado, experimentando um campo magnético local
e variavel, referido como gradiente de campo. A escala temporal das modulagdes é
caracterizada por Tp e depende da dimensdo do compartimento. Devido as grandes
dimensdes dos compartimentos encontrados (tipicamente na ordem dos micrémetros para
as células, capilares, etc.), 1p € tao longo que 1/T¢ dispersa para zero a forgas de campo
muito inferiores as relevantes para IRM (Koenig e Brown, 1994).

A relaxacao baseada na susceptibilidade € de facto uma interac¢éo dipolar entre um
protdo da agua e o momento magnético de um compartimento que encerra um conjunto de
ibes paramagnéticos. O momento magnético resultante é originado pela soma das
magnetizag¢des individuais dos ides. Como consequéncia, a relaxagao so6 sera induzida com
forcas de campo perante as quais a magnetizagdo dos ides paramagnéticos seja

suficientemente elevada para poder causar uma interacgéo dipolar significativa com os

® Este mecanismo é discutido mais detalhadamente na seccéo 1.1.2.2.
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protdes da 4&gua extracompartimentais. A magnitude do momento magnético do
compartimento paramagnético depende assim da susceptibilidade magnética dos ides
paramagnéticos individuais e, logo, o termo “efeito de susceptibilidade”. Pelo contrario, a
magnitude do campo magnético dos ides paramagnéticos individuais é independente da

forca do campo magnético (Koenig e Brown, 1994).

c) relaxacéo dipolar

A relaxagéo dos protées da agua ocorre por uma interacgao dipolar com um campo
magnético aleatorio oscilante. Em agua pura, a interacg¢ao dipolar ocorre principalmente
entre os dois protdes da mesma molécula de agua e as oscilagbes magnéticas sao
originadas pela sua rotagdo Browniana. No entanto, esta interac¢ao é fraca e 0 movimento
€ muito rapido. Como consequéncia, os tempos de relaxagao protonicos sdo longos.

Para aumentar a relaxagcdo o meio de contraste deve aumentar a intensidade da
interaccdo dipolar magnética e diminuir a sua velocidade. Dado que a magnitude da
interaccdo dipolar entre um protdo e um electrdo ¢ (658)? vezes superior & de dois protdes,
os agentes de contraste sao tipicamente paramagnéticos (Donahue et al.,, 1997). Este

mecanismo € discutido mais detalhadamente na secg¢édo 1.1.2.2.

1.1.2.1. Agentes de contraste de Gd(lll)

De entre os agentes de contraste paramagnéticos, os quelatos hidrossoluveis e
estaveis de Gd(lll) possuem as caracteristicas ideais de elevada relaxividade aquosa
(Geraldes et al., 1995; Aime et al., 1997), estabilidade quimica (Mann, 1993), baixa
toxicidade in vivo (Rubin et al., 1999) e excregado rapida e completa apdés o exame de
diagnostico (Caravan et al., 1999; Fritz et al., 1993).

Actualmente estdo disponiveis comercialmente cinco agentes com gadolinio:

Meio de contraste Nome comercial

(NMG),GdDTPA Magnevist, Schering AG, Alemanha
(NMG)GdDOTA Dotaremd, Guerbet AS, Francga
Gd(DTPA-BMA) Omniscand, Nycomed Imaging AS, Noruega
Gd(DO3A-butriol) Gadovistll, Schering AG, Alemanha
GdHPDO3A ProHancell, Bracco Diagnostics, Italia

Todos estes meios de contraste tém em comum o seu perfil farmacocinético

(Qksendal e Hals, 1993). Distribuem-se no fluido extracelular, sendo excretados por
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filtracdo glomerular (Rocklage e Watson, 1993). O perfil de biodistribuicdo é adequado ao
diagnéstico de lesdes que comprometem a integridade da barreira hemato-encefélica
(Bradley et al., 1993). Os quelatos de Gd(lll) tém relaxividades analogas perante as forgas
de campo utilizadas em IRM (= 0.47T ou 20 MHz) sendo utilizados principalmente como
agentes positivos* (T;) (Kroft e Roos, 1999). Clinicamente parece no existir nenhuma
diferenga significativa em termos de eficacia ou seguranga dos quelatos metalicos (Rubin et
al., 1999). Clinicamente estes agentes de contraste sdo considerados seguros tendo
demonstrado baixa incidéncia de efeitos adversos (Runge, 2000).

O unico quelato de Disprosio (Dy) disponivel comercialmente € o Dy(DTPA-BMA)
(Esprodiamida, Nycomed Imaging AS, Noruega), embora outros estejam em
desenvolvimento (Elst et al., 2003).

O potencial dos agentes de contraste disponiveis actualmente pode ser aumentado
de varias formas, de entre as quais

(@) direccionar os quelatos paramagnéticos para tecidos-alvo, atingindo ai
concentracbes mais elevadas e reduzindo as doses efectivas do agente de contraste cito-
especifico (Weissleder et al., 1992);

(b) desenvolver quelatos de gadolinio neutros ou de osmolaridade reduzida com
tolerdncia aumentada, traduzida pela redugdo dos indices de toxicidade aguda (DLsp)
(Verrecchia et al., 1995), ou

(c) desenvolver quelatos paramagnéticos com relaxividades modulaveis por

estimulos bioldgicos, como por exemplo o pH do meio (Zhang et al., 2001).

Outras estratégias envolvem a ligagdo de Gd(DTPA)* a macromoléculas como a
albumina e anticorpos, o desenvolvimento de lipossomas de GdDTPA e seus derivados
lipofilicos como o benzilpropioniotetracetato de Gd(lll) (GABOPTA) e o Gd(etoxibenzil-
DTPA) [GA(EOB-DTPA)]. Estes sao agentes hepato-especificos com excregao hepatobiliar
aumentada (Stark e Bradley, 1999).

Os agentes de contraste hepatico podem ser classificados naqueles que vectorizam
0 espacgo extracelular, o sistema hepatobiliar e o sistema mononuclear fagocitico (MPS)
(Verrecchia et al., 1995). Embora exista uma janela imageoldgica estreita apos a

administragdo dos agentes extracelulares de Gd(lll), determinadas técnicas imageoldgicas

* Um meio de contraste que afecte principalmente a relaxacéo T1 é referido como um meio de contraste positivo uma vez
que o encurtamento da relaxividade T1 resulta no aumento de intensidade de sinal numa imagem ponderada em T1. Por
outro lado, um agente de contraste que afecte predominantemente T2 é referido como um agente de relaxacdo negativo
pois ao diminuir T2 produz um decréscimo na intensidade do sinal numa imagem ponderada em T2.
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aplicadas durante a fase de perfusao permitem a sua utilizacdo para IRM hepatico (Low,
1997; Laing e Gibson, 1998). O Gd(EOB-DTPA), mais lipofilico (Eovist™, Schering AG,
Alemanha) esta actualmente sob avaliacao clinica como agente de contraste hepatobiliar
(Shuter et al., 1998; Hirohashi et al., 1998; Runge et al., 1996; Schmitt-Willich et al., 1999). O
(NMG),GdBOPTA (MultiHance™, Bracco Diagnostics, Italia), também hepatobiliar, foi
recentemente autorizado para utilizagao clinica.

O MnDPDP ° (TeslaScan®, Nycomed Imaging AS, Noruega) foi aprovado
recentemente como meio de contraste hepatico (Mitchell et al., 1995). A acumulacgao
hepatica deste agente deve-se ao seu metabolismo no sangue com libertacdo do Mn(ll) e
captacao subsequente pelos hepatécitos (Haén e Gozzini, 1993).

Para vectorizagdo do MPS tém sido investigadas diversas formulacbes
paramagnéticas como as microsferas de amido com particulas de 6xido de ferro (Fahlvik et
al., 1990). Contudo, o vector mais investigado para veicular compostos paramagnéticos tem
sido o lipossoma (Unger et al., 1993; Tilcock, 1993; Torchilin, 1996). A vectorizacdo de
agentes de contraste para outros locais que nado o figado também tem sido investigada
(Anderson et al., 2000).

A imageologia vascular € uma vasta area de diagndstico que abrange directa ou
indirectamente grandes patologias incluindo doencgas vasculares e cancerosas. Devido a
uma rapida distribuicdo do compartimento vascular para o espaco intersticial, os agentes de
Gd(lll) de baixo peso molecular disponiveis sdo mais eficazes em imageologia de primeira
passagem do bdlus (Kroft e de Roos, 1999). Consequentemente, um aspecto chave dos
agentes de contraste melhorados seria a sua capacidade para serem retidos na circulagao
sanguinea durante o tempo de aquisi¢cado de dados, eliminando a necessidade de injecgdes
repetidas. Enquanto que pode ser argumentado que com técnicas imageoldgicas rapidas
nao se exige um elevado tempo de residéncia vascular, a detecgdo de processos lentos
como a distribuicdo do agente de contraste para tecidos tumorais exige tempos de
circulagao longos (Bogdanov et al., 1999).

Tém sido consideradas duas estratégias diferentes para aumentar o tempo de
residéncia vascular dos agentes de contraste. A primeira baseia-se na sintese de agentes
vasculares exégenos que, devido as suas propriedades fisico-quimicas, tém um tempo de
circulagdo inerente na vasculatura. Complexos macromoleculares de GdDTPA ou
GdDOTA ligados covalentemente a dextrano (Kroft et al., 1999), albumina (Ostrowitzki et al.,
1998; Roberts et al., 1997), amido (Fossheim et al., 1999; Helbich et al., 2000) ou poli-L-

® MnDPDP: Mn-dipiridofosfato trissddico.

19



Capitulo 1

lisina (Judd et al., 1999; Grandin et al., 1995) constituem alguns exemplos. Polimeros de
DTPA com Gd(lll) (Tacke et al., 1997) ou Dy (Eubank et al., 1998) também tém sido
desenvolvidos. Particulas como os lipossomas polimerizados ou com PEG a sua superficie,
marcados com Gd(lll) (Storrs et al., 1995; Tilcock, 1999), os complexos de amido com
Fe(ll)-desferroxamina (Tian et al.,, 1997) e a hidroxilapatite com Mn(ll), com PEG a
superficie (Fallis et al., 1998) também tém sido objecto de estudo.

Um novo conceito de agentes vasculares emergiu ha uma década com o objectivo
de administrar um quelato lipofilico de baixo peso molecular na corrente sanguinea. Devido
a sua elevada afinidade para as proteinas plasmaticas, particularmente a albumina, o
quelato metalico ir-se-ia associar reversivelmente as proteinas resultando, in vivo, num
agente angiografico compartimentalizado e, como tal, com relaxividade mais elevada
(Knopp et al., 1999). No entanto, a utilizagdo deste tipo de meio de contraste exige a
administracdo de doses muito reduzidas para evitar a saturacdo dos locais de ligagdo da
albumina, o que diminui a relaxividade obtida (Kroft e de Roos, 1999). Estdo actualmente
sob avaliagdo clinica dois agentes de Gd(lll) baseados nesta estratégia, o MS-325
(AngioMARK™  Epix Medical Inc., Cambridge, MA, EUA) e MP-2269 (Mallinckrodt Inc., MO,
EUA), ambos derivados lipofilicos do GADTPA.

Os agentes vasculares podem ser concebidos para vectorizagao passiva pois 0 seu
elevado tempo de circulacdo aumenta a probabilidade de extravasao tecidular. No entanto,
0 seu potencial como agentes de contraste vectorizados pode ser consideravelmente
aumentado se forem veiculados por vectores coloidais, como sejam lipossomas e

nanoparticulas poliméricas.

1.1.2.2. Mecanismo de acc¢édo dos quelatos paramagneéticos de Gd(lll)

A intensidade do sinal da agua depende de varios factores particularmente dos
valores dos tempos de relaxagao protonica, T1 e T2. O tempo de relaxagao dos protdes da
agua decresce substancialmente quando o oxigénio da molécula de agua se encontra
préximo de um agente paramagnético como no caso dos quelatos de Gd(lll) utilizados
nesta tese.

A capacidade que o agente paramagnético tem em reduzir a velocidade de

relaxagao protonica das moléculas de agua é definida pela relaxividade, ou seja, pelo
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aumento da velocidade de relaxacdo protonica por unidade de concentracdo do nucleo
paramagnético (Koenig e Brown, 1994).

De entre varios, muita atencdo tem sido devotada ao ido Gd* uma vez que este
possui nao s6 um momento magnético forte (S=7/2) mas também um tempo de relaxacéo
electrdo-spin longo (ca. 10°° s, contra 10 s para o Dy**, Eu®* e Yb*"), duas propriedades
que permitem uma relaxacao de spin eficaz (Parker e Williams, 1996).

Conforme anteriormente mencionado, na presengca de um meio de contraste a
relaxagao proténica da agua passa a depender principalmente das alteragdes provocadas
ao nivel da orientacdo dos protdes, da relagdo dos seus momentos magnéticos e das
alteragdes na orientagcdo destes dois momentos relativamente ao campo magnético
aplicado. As alteragdes na sua orientacao relativa ocorrem devido a relaxagdo do momento
magnético electronico. Tal como o protdo, também o electrdo relaxa, sendo a escala
temporal dessas flutuagbes caracterizada pelo tempo de relaxagéo do spin electronico, Ts
(Rocklage et al., 1992).

As alteragdes na orientacdo dos dois momentos magneéticos relativamente ao campo
magnético aplicado advém da difusdo Browniana de uma molécula de agua (protdo) na
proximidade do i&o paramagnético e da rotagcdo Browniana do agente se este tiver uma
molécula de agua na sua esfera de coordenagdo. A escala temporal de difusdo dessa

molécula de agua para o meio traduz-se no tempo que demora para que uma molécula de

agua evada do campo dipolar gerado pelo agente, designado por Tp. A escala temporal do

movimento rotacional é caracterizada por Tr (Rocklage et al., 1992, Donahue et al., 1997).
Existem dois mecanismos distintos pelos quais os agentes de contraste
paramagnéticos podem relaxar os protdes da agua, designados por relaxagdo da esfera

interna e relaxagao da esfera externa.

i) relaxacdo da esfera interna

Este mecanismo sé se verifica se existir uma molécula de agua ligada directamente
ou na proximidade da esfera de coordenagao interna do i&o paramagnético, como no caso
dos quelatos de Gd (lll) utilizados no ambito desta tese (Geraldes et al., 1995). E
caracterizada por Ts € Tr.

A contribuicdo da esfera interna (El) para a relaxividade (RpE') resulta de uma troca

quimica da molécula de agua (q € o numero de moléculas de agua coordenadas com o idao
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metalico) entre a primeira esfera de coordenacdo do ido metalico paramagnético (ou
qualquer local de hidratagdo proximo) e a agua tecidular (Caravan et al., 1999).

Estas interacgdes dipolares sdo moduladas pela reorientagcdo molecular (1r), pela
relaxagao electrao-spin (1s), e pelos tempos de troca quimica (tv). Este ultimo processo
parece ser geralmente suficiente rapido para que os quelatos de gadolinio consigam

transferir a interacgéo para a agua circundante (Parker e Williams, 1996).

ii) relaxacdo da esfera externa

O mecanismo da esfera externa (EE) € o Uunico mecanismo que contribui para a
relaxividade (R1pEE) de quelatos nos quais nado existe nenhuma molécula de agua (q=0)
coordenada directamente com o nucleo paramagnético. Este mecanismo é o resultado da
difusdo de moléculas de agua na proximidade do quelato paramagnético. Nesta situacgao, a
interacgdo € modulada pela difusao translaccional relativa do quelato paramagnetico e das
moléculas de agua, D, e pelo tempo de relaxagao electronica, t1s (Aime et al., 2002). Todos
0s meios de contraste afectam a relaxagao por este mecanismo (Stark e Bradley, 1999).

A contribuicdo paramagnética liquida de uma solugdo de complexo metalico para a

med

velocidade de relaxacdo protonica medida (R1,"" ") é dada pela soma destes dois termos

(equacao [1-7]).
R1pmed = RpEI + R1pEE [1_7]

A contribuicdo da esfera interna, descrita pela teoria de Solomon-Bloemberg-Morgan
(Solomon, 1955; Bloemberg, 1957) é dada pelas equagdes [1-8] a [1-10] em que ¢
representa a concentracao molar de quelato paramagnético, g € o numero de moléculas de
agua coordenadas, T1v 0 seu tempo de relaxagao protonica longitudinal e Ty a respectiva

semi-vida de residéncia nos pontos de coordenacao.

a_axC 1

- 1-8
556 T, +T, -8

Tim = (KIP)f(te,w, ws) [1-9]

1_1,1.,1 [1-10]

Ic Tp In T
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O tempo de relaxagcdo das moléculas de agua ligadas (equacéao [1-9]) depende do
inverso da sexta poténcia da distancia r entre o ido metalico e os protdées da agua, das
frequéncias de Larmor do protao (w) e do electrao (ws) e do tempo de correlagéo 1¢ para a
modulagdo da interacgao dipolar, a qual depende inversamente de 1r ,Ty € Ts (equacgéo [1-
10]).

O termo da esfera externa Ri,~-

pode ter uma contribuicdo significativa na
velocidade de relaxagéo observada no caso de quelatos de Gd(lll) de baixo peso molecular
(Parker e Williams, 1996; Aime et al., 2002) sendo geralmente descrito pela equagao de
Freed (Freed, 1978).

A informacao estrutural e dinamica que pode ser obtida através do estudo das
velocidades de relaxagcdo de quelatos de Gd(lll) em solugédo s6 podem ser exploradas
através do estudo da dependéncia do campo magnético. Experimentalmente, isto pode ser
efectuado por relaxometria, o que permite a quantificacido das velocidades de relaxacao
longitudinal dos protdes da agua num intervalo de campos magnéticos correspondentes a
frequéncias de Larmor de 0.01-50MHz. Neste tipo de estudo obtém-se perfis de NMRD®.
No admbito desta tese ndo foram realizados estudos deste tipo mas tdo somente ensaios

preliminares de campo magnético fixo (Capitulo 4).

Encontram-se publicados diversos estudos de relaxividade dos quelatos de Gd(lll)
baseados no DTPA (Geraldes et al., 1995; Adzamli et al., 1999; Bligh et al., 1995), através
dos quais se tém definido certas tendéncias. A relaxividade deste tipo de quelatos na
presenca de campos magnéticos elevados (10-50 MHz) é principalmente controlada pelo
valor de Tr, 0 qual é directamente proporcional ao volume molecular, tendo uma
contribuigdo de cerca de 50% do mecanismo da esfera externa. Na maioria dos casos Tqy
>> Ty, sendo a relaxividade deste tipo de quelatos em campo alto funcéo de q e 1r (Parker
e Williams, 1996). Quando um complexo de Gd(lll) de baixo peso molecular esta ligado a
uma macromolécula, o aumento de tTr conduz a um aumento de 1¢c (equagédo [1-10]). O
tempo de correlacdo rotacional 1Rk aumenta com o aumento do volume molecular
conduzindo ao aumento da relaxividade, desde que o movimento do centro paramagnético
esteja acoplado ao movimento da macromolécula ao qual esta ligado (Parker e Williams,
1996). Este efeito de aumento da relaxagao proténica pode aumentar com o aumento do

volume molecular até ao ponto em que um dos outros tempos de correlacdo passa a

® NMRD: Nuclear Magnetic Resonance Dispersion

23



Capitulo 1

dominar (ou seja, Tr ou Ty). Esta é pois a base mecanistica para a utilizagdo de
nanoparticulas poliméricas coloidais como veiculos de quelatos de Gd(lll) para o
desenvolvimento de meios de contraste com relaxividade melhorada. No Capitulo 4 este

aspecto é discutido em maior detalhe.

1.2. Aplicacao de sistemas coloidais em terapéutica e diagndstico

Os sistemas coloidais apresentam numerosas vantagens relativamente as
formulagdes convencionais. As suas reduzidas dimensbes, adequadas a administracao
parentérica, oferecem grandes potencialidades em termos de utilizacdo enquanto sistemas
direccionados para populacbes celulares especificas, bem como para a cedéncia
controlada de substancias bio-activas (Langer, 1998; Kreuter, 1994).

A vectorizagao de um farmaco ou de um agente de contraste para um local de acgao
especifico podera nao sé melhorar a eficacia terapéutica ou de diagnéstico, como também
permitir a reducdo da dose necessaria a obtencdo do efeito desejado, minimizando
igualmente os possiveis efeitos toxicos resultantes de uma biodistribuicdo sistémica
inespecifica (Cannon, 1993; Langer, 2001).

Os principais sistemas coloidais que tém sido desenvolvidos incluem sistemas
vesiculares e particulas poliméricas, de entre o0s quais se destacam respectivamente,
lipossomas (Zelpathi e Szoka, 1996; Langer, 1999; Zalipsky et al., 1996) e nanoparticulas
(Radomska et al., 1999; Kawashima et al., 1998).

A possibilidade de modular os seus parametros farmacocinéticos e a sua
estabilidade fisica dependem das propriedades do sistema molécula-vector, exigindo uma
analise aprofundada das suas propriedades granulométricas e caracteristicas de superficie
(Lourenco et al., 1996; Fernandez-Urrusuno et al., 1995).

Apds administracdo endovenosa, os sistemas coloidais sdo em geral, rapidamente
depurados pelo sistema fagocitico mononuclear (MPS), principalmente pelo figado (60-
90%), bacgo (2-10%) e, em menor extensao, pelos pulmdes (Gregoriadis e Florence, 1993;
Allémann et al., 1998). Esta situacédo pode ser vantajosa ao permitir a cedéncia de farmacos
ou agentes de contraste para o tratamento ou diagndstico de patologias que afectam o

sistema fagocitico mononuclear (Fidler, 1993; Gregoriadis, 1991; Banerjee et al., 1996).
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1.2.1. Tipos de sistemas coloidais

1.2.1.1. Lipossomas

Descritos na década de 60 como instrumentos para o estudo da biofisica membranar
(Barenholz e Crommelin, 1994), os lipossomas sao hoje o sistema terapéutico de natureza
coloidal acerca do qual mais se investigou (Crommelin e Schreier, 1994; Barenholz e
Crommelin, 1994; Gregoriadis e Florence, 1993; Storm et al., 1995; Zelphati e Szoka, 1996).

Definidos e caracterizados por Bangham et al. na década de 60, sao constituidos por
uma ou mais bicamadas fosfolipidicas concéntricas separadas por compartimentos
aquosos (Bangham, 1968; Bangham e Haydon, 1968). Esta estrutura em bicamadas
confere aos lipossomas a possibilidade de encapsular moléculas hidrossoluveis (Rajendran
etal., 1997; Corvo et al., 1997; Kim e Jeong, 1997), lipossoluveis (Fielding, 1991; Isele et al.,
1995; Gay et al., 1993) ou anfipaticas (Kabalka et al., 1991; Kunimasa et al., 1992).

Os lipossomas podem ser classificados de acordo com a sua dimensao (pequenos,
small ou grandes, large), numero de compartimentos aquosos (unilamelares ou
multilamelares), ou método de preparagdo (ex: evaporacdo de fase reversa, REV)
(Barenholz e Crommelin, 1994), de entre outros.

Estes sistemas podem ser preparados a partir de uma grande variedade de
fosfolipidos naturais (ex: fosfatidilcolina de ovo), semi-sintéticos ou sintéticos combinados
ou nao com esterdis (principalmente o colesterol) e esfingolipidos (esfingomielina)
(Barenholz e Crommelin, 1994).

A escolha criteriosa da composicado lipidica, do método e das condicbes de
preparacao, permite obter lipossomas que poderao variar consideravelmente em termos de
distribuicdo granulométrica e dimensdes médias, numero e organizagao das bicamadas
lipidicas, teor de principio activo, estabilidade, carga e rigidez (Umbrain et al., 1995; Hunter
e Frisken, 1998), determinando o efeito terapéutico obtido (Dass et al., 1997).

Dependendo da temperatura de transicao de fase (Tc) do(s) fosfolipido(s) utilizado(s),
as membranas lipossémicas podem adquirir varios graus de fluidez, o que pode ser
controlado pela utilizacdo de uma propor¢do molar adequada de dois ou mais lipidos
(Panico et al., 1992).

A superficie dos lipossomas pode ser carregada negativa ou positivamente pela
incorporacédo de lipidos com carga (Herrmann e Stricker, 1995; Omri et al., 1995), ou

enriquecida com grupos reactivos aos quais se podem ligar outras moléculas, entre as
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quais anticorpos (Allen, 1994; Cannon et al., 1994; Park et al., 2001) e polissacaridos
(lwanaga et al., 1997).

A vectorizagdo com lipossomas implica um conhecimento e defini¢ao, rigorosos, de
todos estes parametros, uma vez que o seu comportamento farmacocinético, in vivo, é
principalmente determinado pela dimensdo, composigao lipidica (a qual determina a
hidrofilicidade/hidrofobicidade de superficie e a carga), e a fluidez da bicamada lipidica
(Crommelin e Schreier, 1994; Takeuchi et al., 2001).

Devido a sua versatilidade estrutural em termos de didmetro, composi¢ao, carga de
superficie, fluidez membranar e capacidade teérica de incorporar quase qualquer molécula,
independentemente da sua solubilidade, ou de colocar a sua superficie ligandos cito-
especificos, os lipossomas tém o potencial para serem modificados de modo a assegurar a
producdo de formulagbes optimizadas para uso clinico (Adler-Moore e Proffitt, 1993;
Ringdén et al., 1992).

Estas caracteristicas unicas dos lipossomas, aliadas a sua biodegradibilidade, a sua
potencial inocuidade e as suas semelhangcas com as membranas bioldgicas conduziram a
sua aplicacao desde o inicio dos anos 70, na cedéncia de farmacos (Ammar et al, 1994,
Banerjee et al., 1996) e agentes de contraste (Lgkling et al., 2001).

Desde entao, surgiram inumeras evidéncias in vivo nomeadamente em areas como a
quimioterapia antitumoral (Sharma et al.,, 1997; Isele et al., 1995; Storm et al., 1995),
terapéutica antimicrobiana (Couvreur et al., 1991; Gregoriadis e Florence, 1993) anti-
hipertensiva (Séjourné et al., 1997), enzimatica (Corvo et al., 2000), imunoldgica (Khanna et
al., 1997) e genética (Tomlinson e Rolland, 1996; Pastorino et al., 2001; Mastrobattista et al.,
2001), imageologia (Kumar et al.,, 1993; Ogihara-Umeda et al., 1994) e tratamento de
desordens oftalmicas (Gregoriadis e Florence, 1993), que indicam claramente que algumas
formulagdes lipossémicas exibem propriedades farmacoldgicas superiores as formulagcées
convencionais. Na tabela 2 estdo representados alguns exemplos.

Estes trabalhos encorajaram a aplicacdo dos lipossomas em terapéutica e
diagnéstico, humanos. A comprovagao dessa potencial utilizagao clinica surgiu com o inicio
da comercializagdo da primeira formulagado lipossémica, de anfotericina B (AmBisomel[l)
em 1990 (Adler-Moore e Proffitt, 1993). Varias outras formulagdes lipossdmicas estao
actualmente no mercado. As formulagbes contendo doxorrubicina (Caelyx[d, Sequus

Pharmaceuticals), daunorrubicina (DaunoXome(l, NeXstar Pharmaceuticals Inc., CA, EUA),
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"In (VesCanlO, NeXstar Pharmaceuticals Inc., CA, EUA) ou azoto (Aerosomes™, ImaRy

Pharmaceutical Corp., Tucson, EUA) constituem apenas alguns exemplos.

Abreviaturas da tabela 2: * Agente nado terapéutico; ** Composigdo molar em transferrina ndo especificada; a-T, alfa-
tocoferol; B-DSPE, diestearoilfosfatidiletanolamina biotinilada; Chol, colesterol; Cu, Zn-SOD, superoxido-dismutase; DCP,
dicetilfosfato; DC15.0PG, dipentadecanoilfosfatidilglicerol; DMPE-PEG2000, dimiristoilfosfatidiletanolamina-N-polietilenoglicol
2000; DPPC, dipalmitoilfosfatidilcolina; DSPC, diestearoilfosfatidilcolina; DSPE-PEGsoo, diestearoilfosfatidiletanolamina-
N-polietilenoglicol 5000; DSPG, diestearoilfosfatidilglicerol; HBsAg, antigénio de superficie do virus da Hepatite B; HMPAO,
oxima da hexametilpropilenamina; HSPC, fosfatidilcolina hidrogenada de soja; MTP-PE, muramiltrifosfato-
fosfatidiletanolamina; N-SLBA, N-estearilactobionamida; OOPS, dioleoilfosfatidilserina; PC, fosfatidilcolina; PE,
fosfatidiletanolamina; POPC, palmitoiloleoilfosfatidilcolina; PS, fosfatidilserina; SA, acido estearico; SPC, fosfatidilcolina de
soja; SPG, fosfatidilglicerol de soja. Tf, transferrina humana; NR, nao referido.
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Tabela 2. Estudos in vivo de diversas formulagées lipossémicas com diferentes farmacos e agentes de contraste

Farmaco/ agente de contra

Composicdo
(razéo molar)

Aplicacdo Terapéutica

Referéncia

Bupivacaina PC:Chol (4:3) Anestesiologia Umbrain et al., 1995
Cloroquina PC:PS:Chol (9.5:1:10) Antimalarico Crommelin et al., 1990
MTP-PE POPC:0O0PS (7:3) Antitumoral Gay etal., 1993
5-Fluoruracilo DSPC:Chol:SA (7:1:2) Antitumoral Rajendran et al., 1997
Doxorrubicina HSPC:Chol:PEG-DSPE (2:1:0.08:0.02) Antitumoral Moreira et al., 2001
Daunorrubicina DSPC:Chol (2:1) Antitumoral Forssen et al., 1996

Cu, Zn-SOD

PC:Chol:SA (7:2:1)

Artrite reumatéide

Corvo et al., 1997 e 2000

M Te-HMPAO

DSPC:Chol:DSPE-PEGs000:0-T
(50:38:10:2)

Cintigrafia angiografica

Goins et al., 1996

%M Tc-HMPAO

DSPC:Chol:a-toc (66:32:2)

Cintigrafia tumoral

Goins et al., 1994

111
In

DSPC:Chol (2:1)

Cintigrafia tumoral

Kubo et al., 1993

Feo 03

DC15.0PG:DMPE-PEG2000 (20:1)

Imageologia medular por RM

Bulte et al., 1999

Mn(l1)-EDTA-DDP

EPC:Chol (8:2)

Imageologia tumoral hepatica pc
RM

Unger et al., 1994

Amicacina

HSPC:Chol:DSPG (2:1:0.1)

Infecgdo por Mycobacterium avit

Petersen et al., 1996

Anfotericina B

HSPC:Chol:DSPG (2:1:0.8:0.4)

Infecgbes fangicas sistémicas

Adler-Moore e Proffitt, 1993
Ringdén et al., 1992

Isotionato de pentamidina

PE:Chol:DCP (7:2:1)

Leishmaniose visceral

Banerjee et al., 1996

HbsAg

PC:AS:N-SLBA (8:1:1)

Profilaxia da Hepatite B

Kim e Jeong, 1997

Praziquantel

DPPC:Chol (7:6)

Schistosomiase

Ammar et al., 1994

Plasmideo para Luciferase*

Tf-DOTAP/DOPE (**:1:1)

Terapia génica

Slepuskin et al., 1997

lopromida

PC:Chol:SA (4:5:1)

Tomografia hepatica

Krause et al., 1993

N2

DPPC

Ultrassonografia cardiovascular

Unger et al., 1994
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1.2.1.2. Nanoparticulas

As nanoparticulas (nanoesferas e nanocapsulas) sado particulas soélidas coloidais
cujas dimensdes variam entre 1 a 1000 nm (Kreuter, 1994). Sdo constituidas por lipidos
soélidos (Muller et al., 1996a; Mdller et al., 1996; Mehnert e Mader, 2001), macromoléculas de
origem natural ou sintética (Sinha e Kumria, 2001; Kuwatsuru et al., 1997; Langer et al.,
2000), polimeros (Uhrich et al., 1999) biodegradaveis’ ou ndo®, e com potencial utilizagao
terapéutica como adjuvantes em vacinas (Prokop et al., 2002), como veiculos de meios de
contraste (Morel et al., 1998; Marchal-Heussler et al., 1999), de farmacos (Damgé et al., 1997;
Kreuter, 2001; Langer K, 2000; Soma et al., 1999) ou de ambos (Unger et al., 1998). As
nanocapsulas sdo compostas por um nucleo oleoso interno encerrado por uma parede
polimérica com surfactantes lipofilos e/ou hidrofilos na interface (Legrand et al., 1999),
enquanto que as nanosferas tém uma estrutura polimérica matricial (Bodmeier e Maincent,
1998).

A sua aplicagdo na administragdo de farmacos foi inicialmente desenvolvida por
Speiser et al. (Marty et al., 1978) ao descreverem um processo de obtencdo de
nanocapsulas constituidas por um material polimérico sintético capaz de reter farmacos e
antigénios .

Desde entao, foram desenvolvidos inumeros processos de produgao (Kreuter, 1994;
Fessi et al., 1989; Li JK et al., 1998), aplicados a diversos farmacos e em diversas areas
terapéuticas, quer para administracédo oral (Leroux et al., 1996; Carino et al., 2000; Florence,
1997), parentérica (Kreuter, 2001; Alléman et al., 1998) ou ocular (Calvo et al., 1996 e 19963;
De Campos et al., 2001).

Skiba et al. (1996 e 1996a) demonstraram a formagao de nanoesferas recorrendo a 3-
ciclodextrinas. A combinagao de nanoparticulas poliméricas e microemulsdes conduziu ao
desenvolvimento de nanoparticulas de lipidos soélidos (SLNs) para administragcao
endovenosa (Jenning et al., 1998). A sua reduzida toxicidade in vitro (Muller et al., 1997 e
1997a; Bocca et al., 1998) e in vivo (Muller et al., 1996a), a libertagdo controlada de farmacos,
a estabilidade de longo termo e a possibilidade de autoclavagem sugerem a hipotese da sua

producao em larga escala (Gasco, 1997; Mehnert e Mader, 2001).

" Os mais utilizados e estudados sdo os poliésteres, incluindo os poli-(cido lactico) (PLA), poli-(acido glicélico) (PGA) e
respectivos copolimeros. Também os poli-(alquilcianoacrilatos) (Cavalli et al., 1997), poli-(carbonatos), albumina,
dextrano (Sinha e Kumria, 2001), gelatina (Kumar, 2000), poli-(hidroxibutirato) e poli-(hidroxivalerato), poli-(alcool
vinilico) (Li et al., 1998), polissorbato 80 (Gulyaev, 1999), quitosano (Kumar, 2000), de entre outros (Miiller et al., 1996).
8 Ex: metilmetacrilato, copolimeros do 2-hidroxi-etil-metacrilato, a&cido metacrilico e acrilamida.
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As moléculas podem ser incorporadas nas nanoparticulas durante a polimerizagcao na
presenca do farmaco (Soma et al., 1999; Alyautdin et al., 1997; Martins et al., 1996), durante
a produgéo a partir de polimeros pré-sintetizados (Berton et al., 1999) ou por adsorgdo do
farmaco a nanoparticulas previamente formadas (Nakada et al., 1996; Zambaux et al., 1999;
Fattal et al., 1998). Dependendo da afinidade do farmaco para o polimero, a molécula sera
adsorvida a superficie, dispersa na matriz polimérica da nanoparticula em forma de solugao
ou dispersao solida ou, em certos casos, o farmaco pode ser ligado covalentemente ao
polimero (Soma et al.,, 1999; Yoo et al., 1999). No entanto, o tipo de surfactante utilizado
parece ter efeitos adversos ao nivel do sistema imunitario pelo que este tipo de
nanoparticulas ainda carece de algumas melhorias tecnolégicas.

O comportamento in vivo das nanoparticulas depende essencialmente das
propriedades fisico-quimicas do sistema coloidal (Soppimath et al., 2001). O diametro
constitui o aspecto principal, embora outros pardmetros, tais como a densidade, peso
molecular e cristalinidade do polimero, influenciem a libertacdo do farmaco (ou agente de
contraste) e a velocidade de biodegradagdo das nanoparticulas (Cruz et al., 1997; Feng e
Huang, 2001). A carga de superficie, a hidrofilicidade e a hidrofobicidade influenciam
significativamente a interacgcdo com o meio biolégico e a biodistribuicao (Duro et al., 1999;
Hawley et al., 1997). Didmetros superiores a 100 nm tendem a restringir a sua biodistribuicéo,
contribuindo para um aumento da retencao pelas células de Kuipffer ou outras populagbes
celulares fagociticas do MPS (Lourenco et al., 1996; Couvreur et al., 1992). Tém sido
adoptadas varias estratégias para modificar as suas propriedades de superficie
(Labhasetwar et al.,, 1998; Greenwald, 2001), o que podera permitir alterar o perfil
farmacocinético, bem como diminuir a captacdo hepatica ou aumenta-la a nivel do bago ou
de outros 6rgaos, ndo pertencentes ao MPS (Panagi et al., 2001).

A vectorizacdo de nanoparticulas para tecidos nao pertencentes ao MPS pode ser
modulada com sistemas coloidais de didmetro inferior a 50-60 nm. A diminuicdo da
toxicidade da primaquina adsorvida em nanoparticulas de PIHCA no tratamento da
leishmaniose visceral € um exemplo (Gaspar et al., 1991). A preparagcdo de nanoparticulas
de poli-(cianoacrilato de isobutilo) (PIBCA) e poli-(cianoacrilato de iso-hexilo) (PIHCA)
inferiores a 50 nm podera abrir novas perspectivas para a cedéncia trans-endotelial de
farmacos (Seijo et al., 1990).

Outra estratégia consiste na utilizacdo de revestimento hidrofilico, recorrendo, por
exemplo, ao polietilenoglicol (PEG) (Gref et al.,, 1995; Li et al.,, 2001) ou a poloxameros
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(Stolnik et al., 1995), colocados a superficie de nanoparticulas ou sob forma de redes
poliméricas (Kim e Kim, 2001).

As nanoparticulas tém sido aplicadas em diversas areas terapéuticas e de
diagnéstico (tabela 3), incluindo Imageologia por Ressonancia Magnética (IRM) (Torchilin,
2000; Yu et al., 1995; Hamm et al., 1990), ultrassonografia (Blomley et al., 2001; Unger et al.,
1998), anti-tumoral (Fonseca et al., 2002; Soma et al., 1999; Brigger et al., 2001) e terapia

genética (Lambert et al., 2001; Hirosue et al.,2001).

Tabela 3. Estudos, in vivo, de nanoparticulas em diferentes areas terapéuticas e de diagnéstico.

Farmaco Polimero Indicacdo Terapéutica Ref?
Primaquina PIHCA Leishmaniose visceral Gaspar et al., 1991
Paclitaxel PLGA Antitumoral Feng e Huang et al.,
2001
Fonseca et al., 2002
ZnPCly PIHCA Antitumoral Lenaerts et al., 1995
Doxorrubicina PIHCA Antitumoral Verdun, 1990
PIBCA Soma et al., 1999
PLGA Yoo etal., 1999
Quitosano Janes etal., 2001
5’-Fosforiloligotimidilato PIBCA Hepatite viral Nakada et al., 1996
Ampicilina PHCA Salmonelose Meijer et al., 1995
Indometacina PCL Edema macular cistéide Calvo etal., 1996 e
1996a
Ciclosporina A Quitosano Patologia extra-oculares De Campos et al., 2001
Pilocarpina PBCA, PHCA Glaucoma Sintzel et al., 1996
Merkli et al., 1995
Oligonucledtidos PLA Terapia génica antitumoral Berton et al., 1999
PIBCA Terapia génica de patologias hepaticas Fattal et al., 1998
PIHCA
DNA (plasmideo) PLGA Terapia génica Cohen et al., 1998
PLA-PEG Perez etal., 2001
"n-oxima PLGA; PCL Cintigrafia hepatica Marchal-Heussler et al.,
1999
Fe,O3 e FezOy Dextrano IRM de tumores hepaticos Kuwatsuru et al., 1997
GdDTPA Quitosano Terapéutica antitumoral de captura Tokumitsu et al., 1998,
neutrénica 1999a
e 1999
Anfotericina B PLGA Infecgdes fungicas sistémicas Venier-Julienne e
Benoit, 1996
Doxorrubicina Polissorbato 80 Antitumoral Gulyaev et al., 1999
Quitosano Janes etal., 2001
Inibidor protease HIV-1 EudragitO S.I.D.A. Leroux et al., 1996

Abreviaturas: PBCA, poli (cianoacrilato de butilo); PCL, poli-g-caprolactona; PHCA, poli (cianoacrilato de hexilo);
PIBCA, poli (cianoacrilato de isobutilo); PIHCA, poli (cianoacrilato de isohexilo); PLA, poli (acido lactico); PLGA, poli
(&cido lactico-co-glicdlico); S.I1.D.A, Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida.

Em 1995, foi comercializada a 12 formulagado de nanoparticulas para IRM (Endorem[d, Lab.
Berlex, Wayne NJ/Advanced Magnetics, Cambridge, MA), um agente de contraste hepatico

constituido por Fe;03 e Fe3O4, revestidos por dextrano (Clément et al., 1998; Yu et al., 1995).
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1.2.2. Sistemas Coloidais em Imageologia

A imageologia envolve o relacionamento entre a tridimensionalidade da regido de
interesse e uma quarta dimenséao, o tempo, o qual se relaciona com o perfil farmacocinético
do meio de contraste e o periodo de tempo necessario a aquisicdo da imagem. As
propriedades fisicas que podem ser utilizadas para criar uma imagem incluem a emissao ou
absorgdo de radiagdo, momentos magnéticos nucleares e relaxagao, e a transmissao ou
reflexdo de ultra-sons. As modalidades de imageologia podem ser subdivididas de acordo
com o tipo de sonda utilizada, o equipamento e o método de deteccao.

A medicina nuclear (cintigrafia gama), a tomografia computadorizada (CT), a ultra-
sonografia (US) e a imageologia por ressonancia magnética sdo extensamente utilizadas na
pratica clinica para obter imagens de areas patoldgicas. Todas estas modalidades diferem
nos seus principios fisicos, sensibilidade, resolugao (espacial e temporal), capacidade de
obter imagens sem recorrer a maior resolugédo induzida por meios de contraste, bem como
outros parametros (tabela 4), tais como seguranga e custo.

Nas ultimas duas décadas, a imageologia tem sido alvo de um importante
desenvolvimento a nivel tecnoldgico e de equipamento, o que melhorou consideravelmente
a capacidade técnica na obtencdo de imagens com elevada resolucdo espacial e de
contraste. Este acréscimo de qualidade, bem como o aparecimento paralelo de novas
técnicas, determinou a necessidade de desenvolver meios de contraste capazes de realcar
pequenas diferengas de densidade entre tecidos normais e patolégicos, nem sempre
detectaveis na auséncia de um meio de contraste adequado.

Na pratica clinica, a visualizagao de 6rgaos e tecidos para uma detecgao precoce e
localizagéo de varias patologias ndo pode, geralmente, ser realizada com éxito, na auséncia
de meios de contraste apropriados, embora se utilizem ocasionalmente IRM e CT local, ndo
contrastados (Gil e Geraldes, 1987). As propriedades unicas dos sistemas coloidais
permitem antever a sua utilizagdo como potenciais vectores para meios de contraste.

Actualmente, as técnicas imageoldgicas mais utilizadas incluem a tomografia
computadorizada, a cintigrafia, a ultra-sonografia e a imageologia por ressonancia
magnética. Em todas estas técnicas, a utilizacdo de lipossomas como vectores de meios de
contraste opacos aos raios X (Krause et al., 1993; Sachse et al., 1993), radioactivos
(Boerman et al., 2000; Goins et al., 1996; Kumar et al., 1993), gasosos (Unger et al., 1994;
Alkan-Onyuksel et al., 1996; Khanna et al, 1997) paramagnéticos (Afione et al., 1995;
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Kabalka et al., 1991) respectivamente, podera aumentar o contraste ao vectorizarem o

agente, aumentando assim a sua concentracgdo tecidular (Torchilin, 1996).

Tabela 4. Meios de contraste e concentrac¢des tecidulares minimas para obter atenuacao tecidular

adequada®®

Modalidade de Imageologia Meio de contraste Concentracao tecidular
minima
Cintigrafia gama Radionuclidos (''In, *™Tc, =10 M
67
Ga)

Imageologia por ressonancia magnética Paramagnetes (Gd, Mn, Fe,O,) =10*M
Tomografia computadorizada I, Br, Ba =10° M
Ultra-sonografia Gases (ar, argon, azoto) =10 mg Kg”'

@Abreviaturas: Ba, bario; Br, bromo; Fe, ferro; Ga, gélio; Gd, gadolinio; In, indio; I, iodo; Mn, manganésio; O, oxigénio; Tc,
tecnécio. bAdaptado de Torchilin, 1996.

1.2.2.1. Sistemas coloidais em Imageologia por Ressonancia Magnética

A utilizacdo de sistemas coloidais em IRM é potencialmente vantajosa ao poder
conduzir a um aumento de relaxividade com a vantagem de permitir vectorizar o meio de
contraste para tecidos alvo. Basicamente, existem trés estratégias para alcangar este ultimo
objectivo:

i) introduzir grupos funcionais no agente de contraste para permitir um
reconhecimento molecular adequado,

ii) formar conjugados, covalentes ou n&o, entre o agente de contraste e biomoléculas
com tropismo caracteristico, ou

iii) incluir o agente de contraste num sistema de cedéncia adequado.
Nos ultimos anos, muitos foram os trabalhos publicados nesta area, quer ao nivel de

sistemas ndo coloidais (tabela 5), quer coloidais. De entre estes, muita atengdo tem sido

dada a lipossomas, dada a sua versatilidade e capacidade de cedéncia cito-especifica.
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Tabela 5. Agentes de contraste n&o coloidais cito-especificos em desenvolvimento: alguns exemplos

Tipo de agente de contraste Estratégia utilizada Tecido/érgao alvo Referéncia
Anti-CEA-F(ab’)—polilisina-  Utilizagado de anticorpos Adenocarcinoma do Curtet etal., 1998
GdDTPA, e -GdDOTA, monoclonais célon
Gd-[ABE-DTTA] Introducdo de grupos funcionais  Tecido cardiaco Saab-Ismail et al., 1999
Gadofrina-2 Conjugagao com albumina sérica  Tecido tumoral Hofmann et al., 1999

necrético
Abreviaturas:  Gadofrina-2,  Gd,-[mesoporfirina-1X-13,17-bis(2-oxo0-4,7,10,10-tetra-(carboxilatometil)-1,4,7,10-tetraazadecil)-
diamidal; Gd-ABE-DTTA, Gd-[N-(2-butiriloxietil)-N"-(2-etiloxietil)-N,N"-bis[N"",N""-bis(carboximetil)acetamido]-1,2-

etanodiamina];

A. Lipossomas

A utilizacado de lipossomas como potenciais agentes de contraste em IRM foi alvo de
algum desenvolvimento na ultima década (Tilcock, 1993; Torchilin, 1996; Lasic, 1993; Unger
et al., 1993b), nomeadamente vectorizando 6xidos de ferro superparamagnético (Bulte et al.,
1999; Pauser et al., 1997) e quelatos paramagnéticos (Kunimasa et al., 1992; Grinder et al.,
1998) principalmente para imageologia hepato-esplénica. De facto, o bago e o figado foram
0s primeiros 6rgaos a serem visualizados com recurso a meios de contraste lipossémicos,
uma vez que constituem alvos naturais deste tipo de vector coloidal (Torchilin, 1996;
Crommelin et al., 1994). A preparagao de lipossomas com baixa retengéo hepatoesplénica e
forte acumulacdo em tumores também tem sido desenvolvida (Woodle, 1993), abrindo
novas perspectivas a nivel de imageologia ndo direccionada para os orgdos do sistema
mononuclear fagocitico.

Nos ultimos anos surgiram novas aplicagdes, tais como a angiografia (Bogdanov et al.,
1999), recorrendo a lipossomas com compostos paramagnéticos com elevado tempo de
residéncia intravascular (Storrs, 1995).

As estratégias utilizadas na preparagdo destes vectores coloidais variam uma vez
gue os meios de contraste podem ser encapsulados na fase aquosa interna do lipossoma
(Unger et al., 1993b, Unger et al., 1994a) ou incorporados na sua bicamada fosfolipidica
(Barenholz e Crommelin, 1994; Kabalka, et al., 1991; Kunimasa et al., 1992), de acordo com
0 seu caracter predominantemente hidréfilo ou lipdfilo, respectivamente. O quelato pode
ainda ser ligado a um grupo funcional acoplado a um dos lipidos membranares (Torchilin,
1994; Storrs, 1995) ou modificado quimicamente pela incorporagdo de um grupo lipofilico
gue o possa ancorar no interior da bicamada fosfolipidica (Unger, et al., 1994a). Os quelatos
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Mn(DTPA-SA)® (Unger et al., 1994b; Fritz et al., 1993), Mn(EDTA-DDP)' (Unger et al., 1996)
e Gd(DTPA-SA)'"! (Kabalka et al., 1991) constituem alguns exemplos.

Em imageologia por ressonancia magnética hepatica, os lipossomas paramagnéticos
convencionais vectorizam o agente de contraste para as células de Kupffer, sendo
necessario que este suporte o ambiente acidico a que é exposto nas vesiculas endociticas
(Fossheim et al., 1997). Para este tipo de aplicagdes, os quelatos macrociclicos de Gd(lll)
sdo geralmente considerados mais adequados (Kobayashi, 2001) relativamente aos
quelatos lineares de Gd(lll), devido a sua maior estabilidade (Chang, 1993).

Para administragdo in vivo é também importante assegurar que o interior aquoso do
lipossoma seja isotdénico com os fluidos bioldgicos. Os quelatos néo-idnicos de Gd(lll) sdo
por isso preferidos relativamente aos idnicos, permitindo a encapsulagdo de solucdes
isotébnicas com concentragbes superiores de lantanideo (Tilcock, 1999). Como tal,
considerando uma determinada dosagem de Gd(lll), poucas serdao as formulagdes de
lipossomas consideradas vantajosas em termos de seguranga (Fossheim et al., 1999).

Se o quelato paramagnético estiver encapsulado no interior aquoso do lipossoma, as
moléculas de agua localizadas no seu meio envolvente tém que atravessar a membrana
lipossomal para interagirem com os ides paramagnéticos, e trocarem com outras do meio,
de forma a propagarem eficazmente o efeito de relaxagdo. Quando a formulagao
lipossémica permite uma troca rapida de moléculas de agua entre o interior e o exterior do
lipossoma, a relaxividade do agente encapsulado iguala a do agente em solucao (Tilcock et
al., 1992). Contudo, estas condi¢des de troca rapida requerem que a membrana lipossémica
esteja no estado liquido a 37°C, assumindo um risco potencial de libertagdo do agente de
contraste para o meio exterior (Fossheim et al., 1999).

A permeabilidade dos lipossomas as moléculas de agua constitui um factor
importante na determinagao dos efeitos destes sistemas na relaxagao dos protées da agua.
Os factores chave incluem

i) a composicdo do lipossoma, o que determina o comportamento de fase da
membrana fosfolipidica em fungcédo da temperatura,

ii) a estrutura do lipossoma (unilamelar ou multilamelar),

iii) a localizacdo do agente de contraste na estrutura lipossémica (interior aquoso ou

ligado a membrana), e

® Mn(DTPA-SA), Mn-(dietilenotriaminapentacetato-monoestearilamida);
10 Mn(EDTA-DDP), Mn-[etilenodiaminatetracetato-mono(dihidroxipropildecil)amidal;
" Gd(DTPA-SA), Gd-(dietilenotriaminapentacetato-monoestearilamida);
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iv) a estabilidade do meio de contraste lipossémico (Tilcock et al., 1992; Bacic et al.,
1988).

De facto, a permeabilidade da membrana lipossomica e a dimensao do vector coloidal
parecem ser os factores mais influentes na relaxividade deste tipo de vectores, uma vez que
ambos afectam a troca de moléculas de agua entre o interior e o exterior do lipossoma
(Fossheim et al.,, 1997; Fossheim et al., 1999). O aumento da relaxividade é maximo para
lipossomas unilamelares pequenos. Quanto maior for a sua dimenséo e quanto maior for o
numero de bicamadas que o constituem, maior sera a probabilidade da relaxividade se
tornar limitada devido a troca lenta de moléculas de agua (Barsky et al., 1992; Putz et al.,
1994). Este facto conduz a obtencédo de lipossomas com volumes aquosos reduzidos e,
consequentemente, baixas concentragdes de agente de contraste, exigindo a administragao
de elevadas doses lipidicas para a realizagdo de um exame de imageologia por ressonancia
magnética (Torchilin, 1997).

Normalmente estes meios de contraste encurtam os tempos de relaxagao longitudinal
(T1) e transversal (T2) dos protdes da agua circundantes resultando num aumento (agentes
T1) ou diminuicdo (agentes T2) da intensidade do sinal tecidular (Stark e Bradley, 1999).
Para que se obtenha um sinal 6ptimo, todos os atomos metalicos devem estar livremente
expostos a interaccdo com os protdes da agua (Geraldes, 1999). Esta exigéncia torna a
encapsulacao do ido metalico, no lipossoma, menos atraente do que a ligagao a quelantes
expostos ao espago aquoso externo.

Os meios de contraste actualmente utilizados na pratica clinica em imageologia por
ressonancia magnética sdo quelatos hidrossoluveis paramagnéticos de baixo peso
molecular. Estes meios de contraste, como o GADTPA (Brasch et al., 1990, Oudkerk et al.,
1995), sao agentes extracelulares que séo rapidamente eliminados por via renal (Tilcock,
1993) e, embora actuem eficazmente como marcadores da integridade da barreira
hematoencefdlica (Torchilin, 1996), a auséncia de especificidade tecidular que os
caracteriza limita a sua utilizagdo em imageologia hepatica, esplénica, miocardica e linfatica
(Unger et al.,, 1993b; Kunimasa et al., 1992). A sua encapsulagdo na fase aquosa de
lipossomas altera a sua biodistribuicdo, limitando estes meios de contraste ao espaco
intravascular até que o lipossoma sofra ruptura ou seja acumulado em células especificas
(Mathur-De Vré, 1995).
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i) Lipossomas de Mn(I1)

Embora alguns grupos tenham estudado lipossomas a base de Mn(ll) (Niesman et al.,
1990; Unger et al., 1996), a maior parte dos trabalhos publicados incidem sobre lipossomas
a base de Gd(lll) (Torchilin, 1996; Kabalka, 1987).

A razado da utilizacao de lipossomas com Mn(ll) incide no facto de se conseguir
administrar doses de ido paramagnético pelo menos 10 vezes inferiores e, logo, o que
resulta na administracdo de uma dose lipidica muito inferior. Este aspecto é vantajoso
sobretudo do ponto de vista toxicolégico e advém do facto da incorporagdo de Mn(ll) em
lipossomas aumentar a relaxividade do iao paramagnético, o que nem sempre se verifica
com a encapsulacao de GADTPA neste tipo de vector coloidal (Unger et al., 1993; Unger et
al., 1994).

Os lipossomas com complexos alquilados de Mn(ll), como o Mn(EDTA-DDP),
surgiram no inicio da década de 90 como agentes de contraste hepato-especificos com
depuracao hepatobiliar rapida (Fritz, 1993).

A relaxividade obtida com lipossomas de Mn(ll) depende principalmente da sua
granulometria, sendo superior para vectores de dimensao reduzida (Unger et al., 1994), mas
também da forma como o agente de contraste esta associado ao vector (Unger et al., 1996).
Verifica-se uma dependéncia inversa entre a relaxividade longitudinal (T1) e a concentragao
interna de Mn(ll) quando este é encapsulado na fase aquosa interna. O contraste obtido
com complexos alquilicos saturados de MnEDTA intercalados na bicamada fosfolipidica,
como o Mn(EDTA-DDP), parece ser superior ao obtido com lipossomas em que o iao
paramagnético se encontra encapsulado no interior aquoso do vector, como € o caso do
MnCl, (Unger et al., 1996). Para além disso, a associacdo do Mn(ll) ao lipossoma por
intercalacdo na bicamada fosfolipidica permite obter um aumento de contraste hepato-
especifico, com um aumento concomitante da estabilidade do vector e do indice terapéutico,
e auséncia de contraste cardiaco (Unger et al., 1994). Verifica-se uma acumulagcédo hepatica
rapida e elevada, contrastante com uma reduzida captacao esplénica (Fritz et al., 1993). O
perfil de captagao sugere especificidade hepatocitica, o que também se verifica com certos
quelatos de Gd(lll) (Schuhmann-Giampieri et al., 1993).

Estes resultados constituem um desenvolvimento positivo deste tipo de formulagdes
face as iniciais, baseadas na encapsulacdo de MnCl,, nas quais era preponderante o

elevado contraste cardiaco (Unger et al., 1993).
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A composicao lipidica do vector é outro factor a considerar (Tilcock et al., 1990), bem
como o tipo de complexo de Mn(ll) veiculado pelo lipossoma (Niesman et al., 1990). Verifica-
se que a intercalacdao de derivados alifaticos insaturados de MnEDTA na bicamada
fosfolipidica do vector permite obter formulagbes menos tdxicas, obtendo-se uma
formulacao captada pelos hepatdcitos capaz de provocar um contraste hepatico selectivo
entre os tecidos fisiolégico e tumoral, duplicando o indice terapéutico (Unger et al., 1994b).

Ao contrario do Gd(lll), que é retido longamente na medula 6ssea, o Mn(ll) é
eliminado continuamente do organismo por excregcao hepatobiliar (Unger et al., 1994).
Apesar destes resultados e embora as formulagbes de Mn(ll) continuem a ter interesse,
estando actualmente uma em ensaios clinicos de fase Il (Federle et al., 2000), a sua
seguranga é um importante factor a considerar. Muitos 6rgaos sdo avidos por manganésio,
podendo extrai-lo dos seus quelatos (Wolf et al., 1990; Runge, 2000). O MnCl,, administrado
por via endovenosa, é cardiotoxico e compete com os canais de calcio cardiacos (Unger et
al., 1994b). Existe também alguma preocupagao acerca da neurotoxicidade a longo prazo
associada a utilizacdo de agentes de contraste de Mn(ll), j4 que a acumulagdo deste
elemento em varias regides cerebrais tem sido demonstrada com varios quelatos, fruto da
sua fraca estabilidade in vivo, nomeadamente em relacdo aos quelatos de Gd(lll), ja

utilizados na pratica clinica (Gallez et al., 1998; Gallez et al., 1996).

ii) Lipossomas sensiveis a pressao sanguinea

Uma formulagao de lipossomas sensiveis a pressdo sanguinea podera constituir um
potencial meio de contraste para avaliar a fungao cardiaca. Neste sentido, Alexander et al.
(1996; 1996a) efectuaram uma série de estudos preliminares para avaliar as potencialidades
de lipossomas com bolhas gasosas encapsuladas. Foram estudados os efeitos de
susceptibilidade magnética de varios gases (ex: ar, Oz, Ny, Ar, Xe) no tempo de relaxagao
transversal, T2. O efeito mais elevado foi observado com lipossomas (4-9 um) de O, 0 que
podera estar associado ao facto do oxigénio ser paramagnético, enquanto os outros gases

avaliados tém um comportamento diamagnético.
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iii) Lipossomas com Gd(I11)

Storrs et al. (1995) desenvolveram um novo tipo de lipossomas, com uma estabilidade
fisica superior a dos lipossomas convencionais. Os lipossomas paramagnéticos
polimerizados (PPLs) sao sintetizados por cross-linking de uma molécula lipidica que contém
um derivado do GADTPA, por aplicacao de radiagao UV.

A administracao deste tipo de formulagées permitiu realgar facilmente or orgaos muito
vascularizados, tais como o figado e os rins, nas imagens ponderadas em T1 mesmo com
uma dose seis vezes inferior a utilizada clinicamente com o GdDTPA. Este aumento de
sensibilidade é semelhante ao observado com outros meios de contraste lipossémicos de
Gd(I) (Unger et al., 1996) e podera dever-se, neste caso, a um aumento da relaxividade em
relagdo ao composto ndao encapsulado. Para além disso, verificou-se que os PPLs se
restringem ao espaco intravascular, ao contrario do composto livre, que atinge o
compartimento intersticial.

O contraste prolongado (90 min) e elevado que se observou a nivel renal e hepatico
indica que este tipo de lipossomas recircula sem sofrer uma eliminagdo significativa por
estes Orgdos. Duas horas apdés a administragcdo, 80% da dose foi detectada no
compartimento intravascular. De facto, a semi-vida de eliminagdo atingiu as 19h, o que é
consideravelmente superior ao obtido com lipossomas nao polimerizados (Kunimasa et al.,
1992), embora o contraste obtido seja semelhante, o que indicia o seu potencial como meio
de contraste angiografico.

A incorporacdo de GADTPA em lipossomas permite transportar este quelato e obter
uma localizagao preferencial nos 6rgaos do MPS, em particular baco e figado (Kunimasa et
al., 1992). O perfil de biodistribuicdo sugere uma elevada captagao pelas células de Kupffer.
Comparando com o quelato ndo encapsulado, a forma lipossémica permite obter uma razao
superior do contraste hepatico/tumor vs. ruido, em neoplasias intra-hepaticos (Unger et al.,
1993). A localizagao destes lipossomas confere-lhes algumas vantagens, nomeadamente na
visualizagao de metastases hepaticas (Kabalka et al., 1991).

Embora a encapsulagao de quelatos de Gd(lll) em lipossomas aumente o contraste
figado/tumor, estes agentes tém uma eficacia sub-6ptima. A vectorizagao para as células de
Klpffer € provavelmente menos desejavel para um meio de contraste do que o seu
direccionamento para os hepatécitos. Como as células de Kupffer estdo distribuidas
desigualmente e ocupam um volume inferior ao dos hepatdcitos, o aumento de contraste

sera em principio, inferior ao obtido se o meio de contraste for vectorizado para os

40



Capitulo 1

hepatécitos. Para além disso, a membrana lipossémica protege o centro paramagnético das
moléculas de agua do meio, diminuindo a relaxividade (Tilcock et al.,, 1990). Esta
desvantagem pode ser parcialmente compensada pela preparacdo de pequenos lipossomas
com uma area de superficie proporcionalmente superior em relacao ao volume interno, para
facilitar o fluxo de agua (Tilcock et al., 1990). Contudo, isto conduz a uma reducgéo do volume
encapsulado, implicando a utilizacdo de uma maior quantidade de lipido para ceder a
mesma dose de Gd(lll).

A visualizacdo dos nddulos linfaticos € de extrema importancia quer na detecgao
precoce de situagdes neoplasicas quer no controlo da sua evolugéo clinica, uma vez que
constituem um alvo muito frequente de metastizacdo (Mendelsohn, 1995). A incorporacao
de GdDTPA em lipossomas furtivos permitiu a visualizagdo de noddulos linfaticos
axiais/subcapsulares, alguns minutos apdés a sua administracao subcutanea. O contraste
obtido com estes lipossomas, 1,5 a 2 vezes superior ao obtido com lipossomas
convencionais, podera estar relacionado com o facto de apresentarem uma relaxividade
molar dupla em relacdo aos lipossomas nao furtivos devido a presengca de um numero
aumentado de protdes aquosos associados as cadeias de PEG (Torchilin, 1994). Como tal,
a formulacao de lipossomas pequenos € unilamelares com PEG a sua superficie podera ser
vantajosa nao s6 como meio de contraste angiografico ou vectorizado para um determinado

tecido alvo com relaxividade potencialmente superior face aos lipossomas convencionais.

B. Nanoparticulas

O desenvolvimento de nanoparticulas para imageologia por ressonancia magnética
baseia-se essencialmente em particulas de oxido de ferro revestidas por dextranos,
diferindo basicamente nas suas dimensdes. Algumas destas formulagdes ja estao

disponiveis para utilizacao clinica (tabela 6).

Tabela 6. Nanoparticulas superparamagnéticas disponiveis comercialmente.

Meio de contraste Nome comercial

Fe,Os e Fes0, Feridex IV®, Advanced Magnetics Inc., MA, EUA
Endorem®, Guerbet, Aulnay-sous-Bois, Franga

Ferrosome®, NeXstar Pharmaceuticals Inc., CA, EUA

41



Capitulo 1

Em fase de desenvolvimento encontram-se algumas formulagdes de nanoparticulas
de lipidos solidos com quelatos de Gd(lll), nomeadamente GADTPA e GADOTA.

i) Nanoparticulas de 6xidos de ferro

O potencial dos 6xidos de ferro superparamagnéticos organizados em nanoparticulas
de dimens&o reduzida (SPIO', 30 a 1000 nm) e ultra-reduzida (USPIO', <30 nm) tem sido
foco de muitos estudos ao longo da ultima década. Independentemente das suas dimensdes,
estas nanoparticulas sdo compostas por um nucleo de 6xidos de ferro (Fe;O3; e/ou Fe3Oy4)
revestido geralmente por dextrano (Zimmer et al., 1995; Poeckler-Schoeniger et al., 1999;
Fahlvik et al., 1993; Jung et al., 1998), embora o carboxidextrano (Kresse et al., 1998), amido
(Fahlvik et al., 1990), sulfato de condroitina (Kresse et al., 1998a), lipidos'* (Chan et al., 1992),
surfactantes nao-iénicos (Pochon et al.,, 1997) e polietilenoglicol (Gellissen et al., 1999)
também sejam utilizados. A reduzida toxicidade in vitro de nanoparticulas de PLA e PLGA,
mas principalmente de lipidos solidos, com magnetite, podera constituir a base de
desenvolvimento de novas formulagdes (Muller et al., 1996).

Recentemente foi aprovada uma formulacdo de nanoparticulas SPIO (Feridex IV®)
para utilizagdo clinica em IRM hepatica (Clément et al., 1998), enquanto que as USPIO se
encontram em ensaios clinicos de fase Il/lll (Saini et al., 1995; Weissleder et al., 1990; Mergo
etal., 1998).

A primeira aplicagdo de nanoparticulas de O6xido de ferro em imageologia por
ressonancia magnética foi para érgdos do sistema monuclear fagocitico'® (Weissleder,
1994).

As SPIO maiores, incluindo o Endoremd e o Resovistd, sdo imediatamente
depuradas pelas células do sistema fagocitico mononuclear do figado e baco (Clément et al.,
1995, Hamm, 1994). A nivel hepatico, as nanoparticulas sdo eficazmente sequestradas
pelas células de Kipffer (Bellin et al., 1994) onde sao progressivamente degradadas nos
lisossomas. O ferro libertado é integrado no armazém de ferro do organismo (Clément et al.,

1995). A quantidade de SPIO disponivel para captagao pela medula 6ssea ou pelos nédulos

12 5mall Paramagnetic Iron Oxide

13 Ultra Small Paramagnetic Iron Oxide

4 Ferrosome®, NeXstar Pharmaceuticals Inc., CA, EUA.

15 Os meios de contraste utilizados em imageologia por ressonancia magnética hepética podem ser classificados naqueles que marcam o
espaco extracelular, o sistema hepatobiliar ou o sistema reticuloendotelial (Low, 1997). Nas duas primeiras categorias incluem-se varios
quelatos de gadolinio, ndo estando aprovado qualquer agente de contraste coloidal (Mitchell, 1997).
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linfaticos é, pois, muito reduzida (Weissleder et al., 1990). A eliminagdo destas particulas
pelo figado e bago é caracterizada por semi-vidas de 3 a 4 dias (Low, 1997).

A eliminacéo da corrente sanguinea depende das suas caracteristicas fisico-quimicas,
particularmente da dimensao, carga e natureza da superficie (Chouly et al., 1996). Quanto
maior a sua dimensdo, maior sera a sua captacdo hepatica, potenciada se a carga de
superficie for negativa. Essa captagcdo é consideravelmente reduzida no caso de
nanoparticulas neutras. O revestimento com copolimeros hidrofilicos aumenta a
permanéncia vascular, o que podera ser util em termos de imageologia de perfuséo cardiaca,
renal e cerebral (Torchilin, 2000).

Devido as diferengcas em termos de dimensdes médias, as SPIO e as USPIO

apresentam diferengas distintas em termos de biodistribuicdo, tempo de permanéncia
intravascular e caracteristicas das imagens clinicas obtidas (Bach-Gansmo et al., 1994).
As SPIO, com dimensdes meédias entre 30 a 1000 nm, tém uma actividade
predominantemente reticuloendotelial (Chouly et al., 1996; Weissleder et al., 1990), enquanto
que as USPIO, inferiores a 30 nm, ndo sdo imediatamente reconhecidas pelo sistema
reticuloendotelial. Apds administracdo endovenosa, estes agentes permanecem no
compartimento intravascular, com uma semi-vida intravascular prolongada (Saini et al., 1995;
Mergo et al., 1998), o que indicia o potencial destas nanoparticulas como agentes de
contraste angiografico (Mayo-Smith et al., 1996). Os meios de contraste USPIO atravessam
o endotélio capilar para o espaco intersticial, tendo assim uma biodistribuicdo tecidular mais
abrangente, sendo captados pelo sistema reticuloendotelial hepatico, esplénico, medular e
nddulos linfaticos (Réty et al., 2000).

Os ensaios clinicos com formulagdes USPIO tém indiciado o seu potencial em termos
de diferenciacéo entre lesdes hepaticas benignas e malignas (Mergo et al., 1996), bem como
na caracterizagdo de tumores hepaticos e hemangiomas (Harisinghani et al., 1997a). A
realizacdo de ensaios em animais permitiu a deteccdo de nddulos linfaticos reactivos
(Guimaraes et al., 1994; Clément et al., 1994; Weissleder, 1994a), lesbes renais (Laissy et al.,
1996) e estruturas vasculares (Stillman et al., 1996; Anzai et al., 1997; Tanimoto et al., 1998),
embora a detecgdo de enfarte do miocardio em fase aguda ndo seja melhorada com a
utilizacao deste tipo de formulagdes (Kroft et al., 1998).

A experiéncia clinica inicial com este tipo de meio de contraste'® permitiu a distingdo

de metastases ganglionares de tumores urolégicos e pélvicos (Roy et al., 1995), bem como

16 Sinerem™, Advanced Magnetics Inc., MA, EUA.
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ndédulos linfaticos metastasicos e benignos, sendo bem tolerada (Roy et al., 1995a; Roy et al.,
1997).

A vectorizacdo de meios de contraste para os noédulos linfaticos apresenta um
beneficio potencial no diagndstico de neoplasias e infecgdes (Brasch, 1992). Num exame de
ressonancia magnética, efectuado na auséncia de meio de contraste, a intensidade de sinal
dos nddulos normais e metastasicos sobrepde-se, dificultando a sua diferenciacéo (Anzai et
al., 1997). No entanto, a presencga de falsos positivos e as variagdes registadas ao nivel da
biodistribuicdo destes meios de contraste entre diferentes grupos de nodulos linfaticos,
constituem limitagbées clinicas da sua utilizagdo (Vogl et al.,, 1997). Esta formulagédo foi o
primeiro meio de contraste de 6xido de ferro avaliado em voluntarios saudaveis bem como
em doentes oncoldégicos para a deteccdo de metastases nos nddulos linfaticos sendo
actualmente o unico meio de contraste disponivel para este efeito.

O aumento de contraste em IRM com agentes de oOxido de ferro permite obter
informacgdes relativas a anatomia, fungao e fisiologia dos nédulos linfaticos, com potencial
para aumentar a especificidade e sensibilidade na deteccdo de metastases nodulares
(Harisinghani et al., 1997a; Haynes, 1995). No entanto, sdo necessarios ensaios clinicos em
escala mais alargada, no sentido de estabelecer a seguranca, as indicacdes clinicas e
proceder a avaliagao final da eficacia destes meios de contraste (Anzai et al., 1997).

A eficacia dos meios de contraste SPIO para imageologia hepatica foi avaliada em
diversos estudos (Denys et al., 1994; Hagspiel et al., 1995; Grandin et al., 1997). Os ensaios
clinicos de fase Ill com SPIO (Endorem®) indicam o potencial deste meio de contraste na
deteccdo e diferenciacdo de lesdes hepaticas focais, embora o numero de lesdes
detectadas nem sempre aumente.

Até hoje, a limitagcdo das nanoparticulas de 6xido de ferro como meio de contraste
intravascular residia no facto destas nao poderem ser administradas rapidamente, sob forma
de bdlus, tendo que ser injectadas em perfusdo lenta, devido ao risco associado de
hipotensao (Unger et al., 1994d). A introdugdo no mercado de nanoparticulas revestidas por
um derivado de dextrano modificado (Resovist(]) podera ultrapassar esta questao (Reimer
et al., 1995). Os ensaios de fase Il permitiram demonstrar o seu potencial na detecgéo, a
nivel hepatico, de lesdes malignas e patologias venosas (Knollmann et al., 1997).

Embora este tipo de formulagdes tenha sido descrita ao longo dos anos como muito
eficaz na alteragdo da intensidade de sinal tecidular, sdo-lhe inerentes duas desvantagens

fundamentais:
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i) ndo é raro observarem-se artefactos por distor¢ao da imagem dependendo do meio
de contraste especifico e sequéncia de pulso utilizada e

i) o exame de ressonancia magnética € geralmente efectuado com sequéncias
ponderadas em T2, as quais tém, tipicamente, um ratio sinal/ruido inferior as sequéncias
ponderadas em T1 (Moghimi et al., 1999; Harika et al., 1995; Kouwenhoven, 1997).

Por outro lado, os estudos até agora publicados séo deficitarios no fornecimento de
dados sobre as caracteristicas fisico-quimicas deste tipo de nanoparticulas, bem como da

sua formulagao, dificultando a interpretacao global dos resultados.

i) Nanoparticulas com Gd(I11)

Morel et al. (1998) iniciaram o desenvolvimento de nanoparticulas paramagnéticas de
lipidos sélidos (SLN) para administragédo oral, por incorporacéo de dois quelatos de Gd(lll)
utilizados clinicamente: GdDTPA e GdDOTA. O elevado aumento da relaxividade
longitudinal em meio fortemente acidico € um facto importante na aplicagcdo deste meio de

contraste para imageologia gastrointestinal.

iii) Outras formulages

Recentemente foi publicado o desenvolvimento de nanoparticulas de Mn(ll)-
hidroxilapatite revestidas com PEG (Fallis et al., 1998), estaveis e atingindo uma semi-vida
plasmatica de 3h (Adzamli et al., 1997).

Este capitulo teve como objectivo sumariar alguns aspectos da vasta area de
imageologia por ressonancia magnética relevantes para o desenvolvimento de meios de
contraste. Tentou focar-se ndo s6 as bases tedricas mecanisticas inerentes a obtencao de
contraste de imagem mas também mostrar as inUmeras frentes de desenvolvimento de
meios de contraste. Através de inumeros exemplos tentou discutir-se e demonstrar-se o
enorme potencial dos sistemas coloidais como vectores de meios de contraste para IRM,
cuja possibilidade de simultaneamente vectorizarem o agente de contraste para um tecido
alvo e aumentarem a sua relaxividade s&o duas caracteristicas de enorme potencial

cientifico para esta area.
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Capitulo 2

2.1. Introducéo

Neste capitulo descreve-se a sintese e caracterizagdo dos ligandos e quelatos de
Gd(IIl) utilizados nos estudos referidos nesta tese.

Para avaliar a potencialidade de encapsulacdo de quelatos de Gd(lll) em
nanoparticulas coloidais de poliésteres, visando obter formulagfes tecnologicamente validas
como meios de contraste, procedeu-se a sintese e caracterizacdo de trés Gd-DTPA-
bisalquilamidas n&o i6nicas com cadeias laterais alquilamidicas, as quais possuem
hidrofobicidade crescente devido ao aumento das suas cadeias hidrocarbonadas saturadas.

As suas estruturas estao representadas na figura 11.

Gd(lln
HOOC =\ /—/\ /—/\ /— COCH
N N N
HsCHN-g—/ k — €= NHCH;3

Gd-DTPA-(bis)metilamida

(6] COOH (0]
Gd(lln
HOOC — ,— ,—\ ,—
N N N COoH Gd-DTPA-(bis)heptilamida
HAC(CHo)gHN- ¢ —/ k \— C- NH(CHp)eCHs
(0] COOH (0]
Gd(llN)
HOOC —\ ,—/\ /—\ /— COOH
N N N Gd-DTPA-(bis)estearilamida
Heo(CHHN-C—/ VS NH(CHCH;
(6] COOCH (0]

Figura 11. Férmula quimica dos quelatos Gd-DTPA-bisalquilamidas sintetizados.

O aumento da hidrofobicidade tem varias implicagfes. Podera conduzir a interac¢des
mais fortes destes quelatos com as proteinas plasmaéticas, como a albumina, ou com lipidos,
potencializando a alteragdo da sua biodistribuicdo (Geraldes et al., 1995). O aumento das
cadeias laterais traduz-se no aumento do peso molecular do quelato, aumentando o tempo
de correlagéo rotacional e, logo, a relaxividade em frequéncias altas (Caravan et al., 1999).

Para além das implicacdes inerentes ao aumento da hidrofobicidade dos quelatos, a

presenca de funcdes amidicas nas cadeias laterais permite obter quelatos de Gd(lll) ndo
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i0nicos e estaveis (tabela 7). A capacidade destes quelatos para estabelecer ligacdes de
hidrogénio podera conduzir a um aumento do namero total de moléculas de agua afectadas
pelos iBes Gd(lll), aumentando assim a relaxividade e, consequentemente, a eficacia do
potencial agente de contraste (Geraldes et al., 1995). A sua encapsulacdo em
nanoparticulas coloidais de poliésteres sera também potencialmente mais eficaz se o grau
de hidrofobicidade for elevado (Alléman et al., 1993; Couvreur et al., 1996; Niwa et al., 1993).

Tabela 7. Constantes de estabilidade e DLso de quelatos de Gd(lll) seleccionados

Quelato de Gd(lll) DLs Log K*gaL log Kgal” log Ksel’
Gd-DTPA-bismetilamida 14.8" 14.90 15.78 9.04
Gd-DTPA-bisheptilamida - - 15.62 -
Gd-DTPA 5.6* 17.70 22.26 7.04

3Constante de estabilidade condicional (pH 7.4); ‘Adaptado de Cacheris et al., 1990. Constante de
estabilidade termodinamica,; bAdaptado de Geraldes et al., 1995. “Constante de selectividade; “Adaptado de
Chang, 1993; Néo existe bibliografia referente ao quelato Gd-DTPA-bisestearilamida.

A toxicidade in vivo deste tipo de quelatos estd relacionada com varios factores
termodindmicos, cinéticos e com a carga do proprio quelato (Cacheris et al., 1990).

A substituicdo de dois grupos carboxilo na molécula de DTPA por dois grupos amida
provoca uma diminui¢cdo da constante de estabilidade termodinamica (log Keq) do quelato de
Gd(lIll) (Sherry et al., 1988), o que poderia indiciar uma maior libertagdo de Gd(lll) in vivo,
com o0 consequente aumento de toxicidade aguda. No entanto, esse decréscimo de
estabilidade é menos acentuado a pH fisiolégico (log K*z4), Sendo 0 comportamento destes
quelatos significativamente superior ao do DTPA na presenca de i6es endégenos devido ao
aumento da selectividade do ligando para o idao Gd(lll) (Cacheris et al., 1990). A razdo para
este aparente paradoxo deve-se ao facto de cada funcéo amida coordenar com o ido Gd**,
decrescendo acentuadamente a toxicidade aguda neste tipo de quelatos (Chang, 1993;
Sherry et al., 1988). De facto, o decréscimo de basicidade associado a derivatizagdo do
DTPA em bisalquilamidas, com a consequente diminuicdo da estabilidade global do novo
guelato (Sherry et al., 1988), ndo se traduz numa toxicidade aguda (DLs,) mais acentuada
(Cacheris et al., 1990), mas sim num decréscimo significativo, ao qual ndo é alheio o

caréacter ndo ionico deste tipo de quelatos (Caravan et al., 1999).
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2.2. Materiais e Métodos

2.2.1. Reagentes

O acido dietilenotriaminopentacético (DTPA) e o acido 2,7-bis(o-arsenofenilazo)-1,8-
dihidroxinaftaleno-3,6-dissulfénico (Arsenazo lll) foram adquiridos na Aldrich (Milwaukee, WI,
EUA). As solugdes aquosas de metilamina (40%) e de heptilamina (70%), a estearilamina, o
cloreto de gadolinio, o 6xido de gadolinio, a hexametilenotetramina, o anidrido acético e a
piridina foram adquiridos na Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA), bem como os
solventes deuterados acido trifluoracético (CF3COOD), oxido de deutério (D,O) e
dimetilsulféxido (DMSO-ds). As placas de gele de silica (Kieselgel 60) foram obtidas da
Merck (Damstadt, Alemanha).

Outros reagentes, como o éter dietilico (Vaz Pereira), alcool isopropilico (Aldrich), HCI
(Merck), etanol 95% (Pronolab, Vaz Pereira), metanol (Sigma), dimetilformamida (Sigma),
acetona (Sigma), cloroférmio (Aldrich), acido acético (Merck) e acetato de sodio (Merck)

eram de grau analitico.

2.2.2. Sintese e caracterizacdo dos ligandos bisalquilamidas de DTPA

Os ligandos sintetizados sé@o derivados de DTPA por substituicdo de dois dos seus
cinco grupos carboxilato por fungdes alquilamida [-CONHR; R=-CHj, -(CH,)sCH3 € —(CH,):,CH3].
A sintese dos ligandos foi precedida pela conversdo de DTPA na forma de &cido livre a
DTPA-bisanidrido, uma forma mais conveniente para este tipo de sinteses, o que se
encontra esquematizado na figura 12.

Na etapa inicial promoveu-se uma reacgdo de substituicdo nucledfilica de acilo na
molécula pentacarboxilica de DTPA, na presenca de anidrido acético e piridina, obtendo-se
o derivado bisanidridico do DTPA (DTPA-BA).

O possivel mecanismo desta reaccdo, esquematizado na figura 13 prevé uma
desprotonacgéo inicial do grupo hidroxilo acido (nucleofilo) pela piridina (base), a qual
assegura a concentracdo maxima de nucledfilo carregado negativamente (desprotonado).
Este promove entdo um ataque nucledfilico intramolecular ao segundo carbono carbonilico,

com consequente formagdo do derivado bisanidridico, por eliminagdo de uma molécula de

49



Capitulo 2

agua (Volhardt e Schore, 1994). Esta desidratacdo € promovida pelo anidrido acético,

favorecendo o equilibrio pretendido (Vogel, 1989).

Hooc—'\ /—\ /—\ /— COOH
N N N
Hooc—/ L \— cooH DTPA
COOH
o
Hse—X
(o]
65°C/ 24h o
Q
S, .?
o) N N N O
N k ¢ DTPA-BA
o coon ©

CH3NH,
CH3(CHR)eNH,

CH3(CH2)17NH>

HOOC —\ /—\ /—\ /— COOH

N N N
Ry-c—/ \—c-g, DTPA-(bis)alquilamidas
0 COOH O

Ligando obtido

Radical alquilamina
R;=R,=NHCH;3 DTPA-bis-metilamida
R;=R,=NHC;H;5 DTPA-bis-heptilamida

R;=R,=NHCgH3; DTPA-bis-estearilamida

Figura 12. Sintese dos ligandos bis-alquilamidas de DTPA.
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1. Desprotonacgéao do nucledfilo

(“) 0O
T
C-OH -
— N /—C-OH §
-N N + ) == + |

2. Ataque nucleofilico intramolecular

/sH
&0 ?
/—5+C—OH H* /—C \O

—

N = -N
\_C_(.j: -HZO \ C/
I h

+ HY

s

0]

Figura 13. Possivel mecanismo de sintese do DTPA-BA

Uma vez obtido o DTPA-BA, procedeu-se a sintese dos ligandos bisalquilamidas do
DTPA, por reac¢cdo com as respectivas aminas alifaticas saturadas, as quais actuam como
nucledfilos. O mecanismo da reacgdo encontra-se esquematizado na figura 14. As amidas
sdo formadas por um mecanismo de adicdo-eliminagdo nucledfilica andlogo ao do
bisanidrido de DTPA (Morrison e Boyd, 1996, Volhardt e Schore, 1994). Resumidamente, a
amida (nucledfilo) promove um ataque nucleéfilico a um dos carbonos carbonilicos do
anidrido ciclico, provocando a abertura do anel com ligagdo da amina e formac¢éo de um
nucledfilo no segundo carboxilato. A transferéncia de um protdo da amina para este grupo

nucledfilo permite assim obter as respectivas bisamidas do DTPA (Volhardt e Schore, 1994).

3" 03
:": RH:N :(?:‘3 :?:6+/H :("):
& /A " [ CTNR
—N O: + :NH,R — —N Q — —N —> —N
A - 3 \ e g

Figura 14. Possivel mecanismo de sintese das bisalquilamidas de DTPA.
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A. Sintese do derivado bisanidridico de DTPA (DTPA-BA)

N,N-bis[2-(2,6-dioxomorfolino)-etil] glicina

O composto foi sintetizado de acordo com o método proposto por Eckelman et al.,
(1975) com ligeiras  modificagbes. Aqueceu-se uma mistura de  acido
dietilenotriaminopentacético (DTPA) (49.0 g, 124.6 mmol), anidrido acético (51.8 g, 503.4
mmol) e piridina seca (62.3 ml, 771.8 mmol), a 65°C, durante 24 h, sob agitacdo magnética
vigorosa. A mistura heterogénea de reaccéo foi filtrada e o sélido obtido foi lavado varias
vezes com éter etilico seco, omitindo-se a lavagem com anidrido acético, proposta. O sélido
foi seco a 50°C sob pressao reduzida durante 16-18 h, tendo sido utilizado sem qualquer

purificacdo posterior (95.70%).

B. Sintese das bisalquilamidas de DTPA

i) bismetilamida do DTPA (DTPA-MA,)

1,11-bis(metilamino)-1,11-dioxo-3,6,9-triaza-3,6,9-tris(carboxometil)undecano(DTPA-bis(metilamida)

De acordo com o método adoptado por Geraldes'’ et al., (1995), adicionou-se DTPA-
BA (15.28 g, 42.77 mmol) a uma solugéo aquosa a 40% (p/p) de metilamina (24.08 g, 310.4
mmol) arrefecida num banho de gelo, sob agitacdo magnética vigorosa. Apés 30 minutos foi
retirado o banho de gelo e a reac¢@o prosseguiu a temperatura ambiente durante 1 h. A
solucéo foi concentrada a presséo reduzida até se obter um volume final aproximado de 10
ml. O pH do liquido alaranjado foi ajustado a 2.5 com HCI concentrado. Adicionou-se &lcool
isopropilico (22.5 ml) e etanol a 95% (75 ml) e a solucéo foi colocada no congelador durante
40 h para induzir cristalizagdo. O solido foi recolhido por filtragéo, lavado com etanol a 95%
e seco a 50°C, sob pressdo reduzida, durante cerca de 20 h. O sdélido incolor foi
recristalizado em agua/ alcool isopropilico/ etanol 95% (3:10:12) e seco (pressao reduzida) a
50°C até peso constante (81.93%).

7 Krejcarek, G.E.; Tucker, K.L., Covalent attachment of chelating groups to macromolecules. BBRC 77: 581-585, 1977 modificado por
Dean, T.T.; Lin Y.; Weber, R.W.; White, D.H., Methods and composition for enhancing magnetic resonance imaging. US Patent 4, 826,
673.
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ii) bisheptilamida do DTPA (DTPA-HPA,)
1,11-bis(n-heptilamino)-1,11-dioxo-3,6,9-triaza-3,6,9-tris(carboxometil)undecano(DTPA-bis-

n-heptilamida)

Seguindo o método adoptado por Geraldes et al., (1995), a suspensédo de DTPA-BA
(15.0 g; 42.0 mmol) em alcool isopropilico seco (75 ml) foi tratada com n-heptilamina (10.16
g; 88.19 mmol). A mistura reaccional foi mantida a 50°C durante 3 h, sob agitagédo
magnética vigorosa. Seguidamente, foi diluida com metanol (200 ml) e filtrada. O filtrado foi
seco sob pressdo reduzida. O liquido viscoso amarelo obtido foi tratado com
agual/isopropanol/etanol 95% (3:12:10, 100 ml) em banho de gelo. O sdlido branco foi
recolhido por filtragcdo. ApoOs a sua recristalizacdo no mesmo sistema de solventes (150 ml),

foi seco a 45°C a pressao reduzida, até peso constante (23.60%).

iii) bisestearilamida do DTPA (DTPA-SA,)
1,11-bis(octadecilamino)-1,11-dioxo-3,6,9-triaza-3,6,9-tris(carboxometil)Jundecano(DTPA-bis-

n-octadecilamida)

O ligando foi obtido recorrendo ao método de sintese proposto por Jasanada e
Nepveu (1992), modificado ligeiramente. As alteracdes efectuadas (fig. 15) referem-se
essencialmente ao processo de purificagdo do composto, no intuito de aumentar o
rendimento do processo bem como diminuir a morosidade do mesmo. A influéncia de tais
alteracdes no grau de pureza obtido foi avaliada por RMN de *H e *3C.

Adicionou-se, gota a gota, uma solucdo de estearilamina (1.078 g, 4 mmol) em
cloroformio seco (80 ml, 40°C) a uma solucdo de DTPA-BA (0.786 g, 2.2 mmol) em
dimetilformamida seca (100 ml, 40°C-60°C), sob agitagdo magnética vigorosa. A mistura
reaccional foi mantida sob agitagdo durante 2 h, a 40°C. Apos arrefecimento a 4°C/2 h, o
solido branco foi recolhido por filtragéo, lavado com acetona (3x150 ml) e seco (50°C) a

presséo reduzida durante uma noite, obtendo-se um rendimento de 83.54%.
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Sintese

Método proposto

Estearilamina (2 mmol)

l 4°C/2h

Salido branco (filtragéo)

Purificac&o

—

Lavagem (acetona, 3*150 ml)

|

Secagem (50°C/presséo reduzida)

|

Recristalizac¢éo (cloroférmio/refluxo)

¢48h

Lavagem (acetona, 3*150 ml)

¢Secagem (80°C/12h)

¢ Filtracédo

Secagem (50°C/presséo reduzida)

|

Lavagem (cloroférmio/refluxo/3h)

|

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
: Lavagem (agua/80°C/3h)
|
|
|
|
|
|
|
: Secagem (50°C/presséao reduzida)

\ 40°C/2h
DTPA-BA (1.1 mmol)

Alteragtes efectuadas

/ Estearilamina (4 mmol)

DTPA-BA (2.2 mmol)

E%

Recristalizacao (etanol/refluxo)

X

\/
B%

|

x Secagem
(50°C/pressao reduzida)

D%

C%

Figura 15. Alteragdes efectuadas ao método de sintese de DTPA-(bis)esterilamida proposto por Jasanada e Nepveu

(1992).
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C. Caracterizagdo dos ligandos bisalquilamidas de DTPA e do intermediario
bisanidridico do DTPA

Todos os derivados de DTPA obtidos (bisanidrido e ligandos bisalquilamidas) foram
caracterizados por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de protéo (*H-RMN) e
de carbono (**C-RMN) a 500 MHz (RMN Varian Unity 500, Varian, Associate Inc., EUA).

2.2.3. Sintese e caracterizagcdo dos quelatos bisalquilamidas de DTPA com
Gadolinio

Os quelatos de Gd(lll) foram sintetizados de acordo com os métodos que a seguir se
descrevem (2.2.3.A).

HOOC—™\ /\/—"\/— COOH .
N N N DTPA-(bis)alquilamidas

R;-C _/ \_ C~- R>
h [
] COOH 0
l GdCl3
Gd(n)

HOOC —\ ,/—\ /—\ /— COOH
N N N
Rs-c— k —c-r,
0 COOH  ©

Gd-DTPA-(bis)alquilamidas

Figura 16. Processo geral de complexagdo de DTPA-bisalquilamidas com gadolinio.

No final das reaccdes, a presenca de gadolinio livre foi avaliada qualitativamente pelo
método do Arsenazo Il (2.2.3.B).

A. Sintese dos quelatos bisalquilamidas de DTPA com Gadolinio

i) Gd-DTPA-bismetilamida (Gd-DTPA-MA,)

{1,11-bis(metilamino)-1,11-dioxo-3,6,9-triaza-3,6,9-tris(carboxometil)Jundecano} gadolinio (llI)
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O quelato foi sintetizado de acordo com Konings et al. (1990). Agueceu-se, sob
refluxo, uma mistura de DTPA-MA; (455.48 mg; 1 mmol) e Gd,O3; seco (181.25 mg; 0.5
mmol) em agua desionizada (25 ml). Apés a dissolugéo total da mistura, acertou-se o pH a
6.5 com NaOH 1N. Adicionou-se acetona, sob agitac@o vigorosa, até se obter turvacdo da
solugdo. Colocou-se no congelador (-30°C) para induzir cristalizacdo. Apés filtracdo, os
cristais foram secos (60°C) a presséo reduzida durante uma noite. O rendimento da reacgao
foi de 41.94%.

i) Gd-DTPA-bisheptilamida (Gd-DTPA-HPA,)

{1,11-bis(n-heptilamino)-1,11-dioxo-3,6,9-triaza-3,6,9-tris(carboxometil)undecano} gadolinio (1)

De acordo com Konings et al., (1990), aqueceu-se, sob refluxo, uma mistura de
DTPA-HPA; (9.43 g; 15.12 mmol) e Gd,O3 seco (2.77 g; 7.64 mmol) em agua desionizada
(25 ml). Apos a dissolucao total da mistura, acertou-se o pH a 6.5 com NaOH 0.01M.
Adicionou-se acetona, sob agitacdo vigorosa, até se obter turvacdo da solugdo. Colocou-se
no congelador (-30°C) para induzir cristalizacdo. Apoés filtracdo, os cristais foram secos

(60°C) a pressao reduzida durante uma noite (70.4%).

iii) Gd-DTPA-bisestearilamida (Gd-DTPA-SA,)

{1,11-bis(octadecilamino)-1,11-dioxo-3,6,9-triaza-3,6,9-tris(carboxometil)undecano} gadolinio (l11)

O quelato foi sintetizado de acordo com o método proposto por Kabalka et al., (1991)
com ligeiras modificagdes. A solucdo aquosa (1 ml) de GdCl;.6H,0 (91.0 mg; 245.0 umol)
foi adicionada, gota a gota, a 20 ml de solugdo etandlica de DTPA-SA; (200.0 mg; 223.0
pmol) sob refluxo. Apods dissolucdo completa do ligando, a solugdo reaccional foi
concentrada a cerca de 1/3 do seu volume, sob pressao reduzida. O pH foi aferido a 6.5
com NaOH 0.01M e a solucdo foi deixada refluir durante 24h. O solido foi recolhido por
filtracdo a pressdo reduzida apos ter cristalizado durante 72h a -30°C. Depois de lavado

sucessivamente com agua ultrapura, foi seco até peso constante (78.69%).
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B. Deteccédo de Gd(lll) livre por complexacdo com Arsenazo Il

Este método é baseado na formacdo de um complexo corado verde-azulado apos
complexacdo do Gd(lll) livre pelo Arsenazo Ill, em solucdo aquosa a pH 5.5-6.5 (Hvattum et
al., 1995; Budésinsky, 1968; Cassidy et al., 1986).

A auséncia de lantanidio livre € detectada pela inalteracdo da forte coloragdo roxo
escuro da solucao de Arsenazo lll. De modo a evitar que esta forte coloragdo mascarasse a
presenca de Gd(lll) livre na solugdo a titular, as solugbes reaccionais finais foram
submetidas a cromatografia em camada fina em placas de gel de silica.

Os cromatogramas foram obtidos por desenvolvimento em
CHCI5/CH30H/H,0/CH;COOH (50:30:8:4). O pH do desenvolvente foi previamente aferido a
5.5-6.5 com tampéao acetato e hexametilenotetramina a 1%.

Depois de secos, os cromatogramas foram pulverizados com uma solugéo aquosa de
Arsenazo Il (0.1mM) em ureia (0.01M). O pH da solugéo foi previamente aferido a 5.5-6.5
com tampdao acetato e hexametilenotetramina a 1% (Cassidy et al., 1986).

Para controlar o método foram simultaneamente aplicadas manchas de solucdo

aquosa de Gd(lIl) e solugbes etandlicas dos ligandos livres.

C. Caracterizacao dos quelatos bisalquilamidas de DTPA com Gadolinio

Os quelatos de Gd(lll) foram caracterizados por andlise elementar'® (%C; %N; %H).
O teor de Gd(lll) foi determinado por Espectroscopia de Emissdo Atdmica associada a

Plasma acoplado por Indugéo (ICP-AES).

C.1. Espectroscopia de Emissdo Atomica associada a Plasma acoplado por Inducéo (ICP-AES)

A espectroscopia de emissdo atdmica associada a plasma acoplado por indugéo
(ICP-AES) é um método espectroscépico convencional utilizado desde a década de 70,
cujas propriedades Unicas advém principalmente da fonte de excitagcdo utilizada, o plasma
induzido (Thompson e Walsh, 1983; Fassel e Kniseley, 1974).

18 Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro, sob regime de prestagéo de servicos.
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Quando acoplado ao argon (Ar) € uma fonte eficaz de emissdo atémica que pode,
teoricamente, ser utilizada na quantificagdo de todos os elementos da tabela peridédica, com
excepcdo do Ar, quer em analise simultanea (20 a 40 elementos) quer de um Unico
elemento (Thompson e Walsh, 1983).

A espectrometria de emisséo baseia-se na emisséo de luz de comprimentos de onda
definidos por atomos ou i6es, energizados, ao reverterem espontaneamente para um estado
energético inferior. Para a espectrometria de emissdo quantitativa assume-se que a energia
emitida € proporcional a concentragdo dos atomos ou i6es. Contudo, é possivel que alguns
fotdes emitidos sejam absorvidos pelos mesmos atomos ou ides, 0 que reduz a intensidade
da radiacdo observada, impedindo a obtencdo de proporcionalidade entre a concentragéo
do elemento e a luz emitida.

O detector de ICP-AES € bem sucedido ao evitar estes processos de auto-absorcao e
auto-reversao, o que se traduz na vasta gama de concentracfes para as quais se obtém
linearidade de resposta do detector, geralmente entre 4 a 6 ordens de magnitude, o que
permite uma elevada versatilidade de analise (Fassel e Kniseley, 1974).

A radiacdo de fundo € muito reduzida, o que contribui ndo s6 para a obtencdo de
linearidade, mas também para a melhoria dos limites de deteccdo, geralmente muito baixos
(1-100 ug/L) para a maioria dos elementos. A literatura refere valores da ordem de 2 a 7
ng/L para o gadolinio (Mazzucotelli et al., 1995).

Esta técnica possui também uma elevada sensibilidade inerente que advém da
eficacia permitida pela temperatura uniforme e elevada, utilizada na excitacao das linhas
atomicas ou ionicas, conjuntamente com a reduzida radiacdo de fundo (Fassel e Kniseley,
1974).

A auséncia quase total de interferéncias quimicas advém principalmente da elevada
temperatura da fonte de excitagcdo e do ambiente quimicamente inerte em que a amostra é
atomizada, pelo que o ICP é actualmente considerado o método menos sensivel a
interferéncias de entre todas as técnicas espectrométricas disponiveis (Thompson e Walsh,
1983; Moore, 1989), sendo eleito como método de referéncia para andlise de elementos da
série lantanidea, como € o caso do gadolinio (Kantipuly e Westland, 1988; Hagan et al.,
1988; Geraldes et al., 1995).

As caracteristicas Unicas deste método tém permitido a sua aplicacdo a um vasto
conjunto de areas de estudo, nomeadamente mineralogia, geoquimica, quimica inorganica,

indUstria ceramica, de entre outras, aplicado a amostras tdo diversas como sejam rochas,
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minerais, solos, agua, ar, tecidos vegetais e animais, e agentes de contraste particulares
(Fossheim et al., 1999; Frame e Uzgiris, 1998).

Este método tem sido utilizado na quantificacdo de gadolinio em amostras tecidulares
(Fossheim et al., 1999; Harpur et al., 1993) e fluidos biolégicos (Frame e Uzgiris, 1998; Silva
et al., 1998) de animais injectados com agentes de contraste.

A sua elevada sensibilidade para o Gd(lll) (Kantipuly e Westland, 1988), a linearidade
obtida com um vasto leque de concentracdes, bem como a reduzida massa de amostra (1-
10 mg) necessaria a preparagdo das solucdes (Frame e Uzgiris, 1998) conduziu a sua
eleicio como método de doseamento de Gd(lll) utilizado neste trabalho, tendo sido

efectuadas quantificagdes na gama de 10 ng/ml a 1.1 mg/ml.

i) Materiais e Métodos

O doseamento de Gd(lll) foi efectuado pelo Laboratério Central de Andlises da
Universidade de Aveiro (em regime de prestacdo de servigos). O Gd(lll) foi libertado das
amostras (quelatos e matriz polimérica) por tratamento quimico. O seu teor foi determinado
num espectrémetro sequencial (JY 70 Plus, Jobin Yvon, Edison, NJ, EUA) a 324.247 nm. As

condi¢des de analise encontram-se descritas na tabela 8.

Tabela 8 — Condig6es de analise de Gd(lll) por ICP-AES

Poténcia incidente 1000 W

Poténcia reflectida <5W

Frequéncia do gerador 40.68 MHz

Fluxo de géas de arrefecimento 12 L min™

Fluxo de gas auxiliar 0 L.min™

Pressédo do gas de nebulizagédo 3.5 bar

Caudal de nebuliza¢do da solugéo 1.25 ml.min™

Comprimento de onda analitico Gd 342.247 nm

Nebulizador Concéntrico em vidro (Meinhard TR 50 C1)
Integracdo 3x1s
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Tratamento quimico

As amostras sofreram ataque quimico por digestdo com acido nitrico-acido perclorico.
A escolha desta técnica de tratamento recaiu sobre o facto desta ser aquela que causa
menor interferéncia na intensidade do sinal emitido (Thompson e Walsh, 1983; Danzaki et al.,
1999).

Resumidamente, as amostras foram tratadas com HNO3; concentrado e evaporadas a
secura em placa a 100°C. Apos repeticdo do processo, adicionaram-se HNOj3; e HCIO,.

Apds evaporacgdo a secura, o residuo foi dissolvido em HNO3 a 10%.

Introducdo da amostra (nebulizagéo)

A solucdo aquosa de amostra foi nebulizada em pequenas gotas (diametro inferior a
10 um), através da baixa pressédo gerada por uma corrente de Ar a elevada velocidade no
interior do nebulizador.

O aerossol resultante foi entdo transportado para o plasma de Ar através de um fluxo

injector do mesmo gas.

Sistema de excitagdo da amostra

Um plasma € um gas no qual uma fraccdo significativa dos atomos esta ionizada, o
que Ihe permite comportar-se como conductor eléctrico e interagir com campos magnéticos
(Fassel e Kniseley, et al., 1974).

O Argon, gas ndo condutor, ascende através de um circuito vertical de trés circulos
concéntricos de quartzo, envolvidos exteriormente por uma corrente de elevada frequéncia.
Por accdo de uma serpentina Tesla, o Argon é ionizado, formando-se o plasma de iGes e
electrbes (Moore, 1989).

O fluxo da corrente de frequéncia elevada gera um campo magnético de oscilacao
rapida, o qual interage com o plasma, sob forma de acoplamento induzido. A resisténcia
oferecida pelas particulas do plasma durante a aceleracdo resultante gera temperaturas
entre 8000 a 10000K (Fassel e Kniseley, 1974). O circuito é arrefecido por um fluxo
tangencial de Argon.

A amostra nebulizada, transportada por uma corrente central de Argon, forma um
tunel no interior da “chama” de plasma, alcancando uma temperatura proxima de 8000K
(Thompson e Walsh, 1983). A esta temperatura a atomizacao € virtualmente completa

devido a excita¢do e ionizacdo parcial, dos atomos.
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Recolha de dados

A “cauda do plasma”, localizada alguns milimetros acima do nucleo de plasma, € a
regido utilizada para observacdo espectroscopica, uma vez que ai as emissdes atdmicas
podem ser quantificadas contra uma radiacdo de fundo minima (Thompson e Walsh, 1983;
Fassel e Kniseley, 1974).

A intensidade de luz emitida pelos &tomos ou ides é convertida em sinais eléctricos
quantificaveis aos comprimentos de onda de cada elemento.

Cada elemento apresenta varias linhas espectrais, seleccionando-se a melhor linha
para aplicacdo analitica. O Gd(lll) caracteriza-se por 12 linhas espectrais, tendo-se
seleccionado a linha Gd 324.247 nm, a qual, sendo a de maior intensidade espectral, é

aquela que apresenta o menor limite de detecgéo (Danzaki et al., 1999).

2.3. Resultados e Discusséao

2.3.1. Caracterizagao do derivado bisanidridico de DTPA (DTPA-BA)

O método de sintese original propunha a lavagem alternada do sélido com anidrido
acético e éter etilico, tendo-se verificado que a omissao do primeiro, extremamente toxico,
resultava na obtencéo de DTPA-BA com um grau de pureza similar, raz&o da opcao tomada.
De facto, a piridina € geralmente o principal contaminante do composto sintetizado. Com
esta alteracdo, a piridina foi totalmente removida, como demonstra a auséncia dos seus
sinais caracteristicos® nos espectros de 'H (5 7.1-8.8 ppm) e **C (5 124-150 ppm).

A formacdo do bisanidrido de DTPA, simétrico, € confirmada pelo sinal obtido a
166.101 ppm (fig. 17B) referente aos quatro grupos carbonilo dos anéis anidrido, bem como
pela presenca de um unico sinal referente a grupos carboxilato (172.244 ppm), resultados
concordantes com os sinais obtidos por analise de 'H (fig. 17A). Na molécula de DTPA livre,
este carboxilato — grupo glicina — surge numa frequéncia um pouco mais elevada (181.323
ppm) e os quatro carboxilatos simétricos surgem a 181.216 ppm.

Estes resultados sao similares aos ja publicados por Geraldes et al. (1995) para a

sintese deste composto, obtendo-se um rendimento semelhante (95.7%).
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Caracterizagdo por RMN (fig. 17):
A. RMN de 'H (500 MHz, DMSO-dg, ref2 TMS a 8 0.0 ppm) §(ppm): 3.511 (s, 2H, N?CH,CO,);
3.426 (s, 8H, N'*CH,COOOCCH,N'); 2.966 (t, 4H, N*CH,CH,N?); 2.871 (t, 4H, N'CH,CH,N?).
B. RMN de C (500 MHz, DMSO-dg, ref? t-butanol a & 31.200 ppm) d(ppm): 171.863
(N*CH,CO,);  165.718  (N'CH,COOOCCH,N");  54.463 (N°CH,CO,); 52.527
(N*CH,COOOCCH,N'); 51.686 (N*CH,CH,N?); 50.633 (N*CH,CH,N?).

2.3.2. Sintese e caracterizagado das bisalquilamidas de DTPA
i) bis-metilamida do DTPA (DTPA-MA;)

A estrutura simétrica deste derivado é denunciada pelos espectros de 'H (fig. 18A) e
de *3C (fig. 18B), com um unico sinal (*3C, 5 27.308 ppm; *H, & 2.801 ppm) para 0s grupos
metilo laterais; as auséncias dos sinais referentes quer & metilamina livre® (*3C, & 26.397
ppm,*H, 51.373 ppm) quer aos grupos carboxilato simétricos do DTPA na forma livre (*3C, &
181.216 ppm e 181.323 ppm), pressupdem um grau de pureza satisfatério. Os resultados
obtidos sdo concordantes com outros ja publicados para a sintese deste composto
(Geraldes et al.,, 1995) tendo-se alcancado um rendimento consideravelmente superior

(81.93%) ao registado por esses autores (50.4%).

Caracterizagdo por RMN (fig. 18):

A. RMN de H (500 MHz, D,0, ref2 TMS a & 0.0 ppm) 3(ppm): 3.888 (s, 4H, N'CH,CO,);
3.779 (s, 4H, N*CH,CONH); 3.746 (s, 2H, N’CH,CO,); 3.405 (t, 4H, N'CH,CH,N?); 3.327 (t, 4H,
N*CH,CH,N?); 2.801 (s, 6H, NHCH).

B. RMN de **C (500 MHz, D0, ref2 t-butanol a & 31.200 ppm) &(ppm): 173.724 (N*CH,CO,);
173.267 (N’CH,CO,); 170.756 (N*CH,CONH); 58.219 (N*CH,CO,); 57.859 (N*CH,CONH); 56.072
(N*CH,CO,); 52.906 (N*CH,CH,N?); 52.799 (N*CH,CH,N?); 27.308 (NHCHS,);
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Figura 17. Espectros de RMN (500 MHz) de (A) 'H e de (B) *C do DTPA-BA em DMSO-ds. Nos espectros de 'H as
posicBes dos sinais foram medidas relativamente ao sinal correspondente ao TMS (6 0.0 ppm) e nos de 3¢, relativamente

ao sinal correspondente ao t-butanol (& 31.600 ppm). Na figura é também incluida a estrutura do DTPA-BA com o esquema
para a identificagdo dos grupos metilénicos e carbonilos.
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Figura 18. Espectros de RMN (500 MHz) de (A) 'H e de (B) *C do DTPA-MA; em D,O. Nos espectros de 'H as posicdes
dos sinais foram medidas relativamente ao sinal correspondente ao TMS (3 0.0 ppm) e nos de *C, relativamente ao sinal
correspondente ao t-butanol (6 31.600 ppm). Na figura é também incluida a estrutura do DTPA-MA; com o0 esquema para a
identificacdo dos grupos metilénicos e carbonilos.

64



Capitulo 2

ii) bisheptilamida do DTPA (DTPA-HPA,)

Com base no espectro de 'H obtido (fig. 19A) e de acordo com a integracéo dos
varios sinais, verifica-se a presenca das duas cadeias laterais, cuja existéncia de sinais
Unicos relativos a cada grupo de protdes equivalentes indicia a simetria das mesmas. A
andlise do espectro de *3C (fig. 19B) vem confirmar estas observacdes, em conformidade
com os aspectos ja focados para o ligando bismetilamida. Os resultados obtidos séo

concordantes com os publicados por Geraldes et al. (1995).

Caracterizagdo por RMN (fig. 19):

A.RMN de 'H (500 MHz, D,O/NaOD, ref2 TMS a & 0.0 ppm) d(ppm): 3.407 (s, 2H,
N’CH,CO,); 3.350 (s, 4H, N'CH,CO,); 3.221 (s, 4H, N'CH,CONH); 3.055 (q, 4H, N*CH,CH,N?):
2.939 [t, 4H, CONHCH,CH,CH,CH,(CH,),CHs]; 2.816 (t, 4H, N'CH,CH,N?); 2.499 [s, 4H,
CONHCH,CH,CH,CH,(CH,),CHs]; 1.397 [t, 4H, CONHCH,CH,CH,CH,(CH.),CH3]; 1.236 [m, 12H,
CONHCH,CH,CH,CH,(CH,),CH]; 0.850 (t, 6H, NHCH,).

B. RMN de *C (500 MHz, DMSO-ds, ref? t-butanol a & 31.200 ppm) &(ppm): 172.513
(N'CH,CO,); 169.962 (N'CH,CONH); 169.608 (N*CH,CO,); 57.460 (N'CH,CO,); 55.213 (N?*CH,CO,);
55.073 (N*CH,CONH); 52.149 (N*CH,CO,); 50.882 (N*CH,CH,N?); 38.314
[CONHCH,CH,CH,CH,(CH,),CH]; 29.109 [CONHCH,CH,CH,CH,(CH,),CHs]; 28.409
[CONHCH,CH,CH,CH,(CH,),CHs]; 26.375 [CONHCH,CH,CH,CH,(CH,),CHs]; 22.034
[CONHCH,CH,CH,CH,(CH,),CHs]; 13.875 [CONHCH,CH,CH,CH(CH,),CHs];
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Figura 19. Espectros de RMN (500 MHz) de (A) 'H e de (B) *C do DTPA-HPA, em D,O/NaOD e DMSO-ds,
respectivamente. Nos espectros de ' as posicdes dos sinais foram medidas relativamente ao sinal correspondente ao
TMS (3 0.0 ppm) e nos de 3C, relativamente ao sinal correspondente ao t-butanol (5 31.200 ppm). Na figura é também
incluida a estrutura do DTPA- HPA; com o esquema para a identificagdo dos grupos metilénicos e carbonilos.
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iii) bis-estearilamida do DTPA (DTPA-SA,)

No intuito de aumentar o rendimento da sintese deste composto bem como diminuir a
morosidade da mesma, procedeu-se a uma avaliacdo qualitativa, por RMN de *H e *C, do
impacto que teria no grau de pureza do ligando, a introducdo de determinadas alteragoes,
nomeadamente a duplicagdo da quantidade de reagentes, a modificagcdo do solvente de
recristalizacdo e a omissao de alguns processos de purificagdo, conforme esquematizado
anteriormente na figura 15. Os resultados estéo patentes na figura 20.

Partindo de quantidades molares duplas dos reagentes, procedeu-se inicialmente a
alteracdo do solvente de recristalizagdo, tendo-se optado por etanol em detrimento do
cloroférmio, uma vez que este solvente originava uma recristalizagdo que, além de morosa
(48h), originava grandes perdas de ligando, como se verifica pelo fraco rendimento obtido
(29.98%). Com esta alteracdo e omitindo a segunda lavagem com acetona, foi possivel
ascender a um rendimento de 45.67%. Por comparacdo dos espectros de RMN (*H e *3C)
do ligando, obtidos apos efectuada a sintese com estes dois grupos de condicdes, verificou-
se nao existirem quaisquer maleficios detectaveis no grau de pureza do ligando®.

Neste contexto, optou-se seguidamente pela omisséo da lavagem com cloroférmio, a
gual visava remover a estearilamina eventualmente presente. Novamente se observou um
aumento do rendimento de sintese (55.15%) sem prejuizo para o grau de pureza do
composto.

No entanto, embora o rendimento tenha sido aumentado significativamente, esta
sintese ainda se revestia de elevada morosidade. A obtencéo do ligando omitindo a lavagem
com agua, a qual pretendia eliminar eventuais residuos de DTPA na forma livre, apos a
recristalizagdo em etanol, demonstrou ser um procedimento seguro, conforme se verificou
por RMN de *H e *3C do ligando. No entanto, foi a omissdo dessa mesma recristalizagéo
que nos permitiu obter a melhoria mais significativa no rendimento da sintese deste ligando
(83.54%), tendo-se verificado que o grau de pureza ndo sofreu prejuizo significativo,
conforme a andlise dos respectivos espectros de RMN de 'H (fig. 21A) e *C (fig. 21B). Os
espectros confirmam a sintese do ligando DTPA-SA,, bem como a simetria da molécula, de
acordo com o0s aspectos ja focados e resultados publicados por outros autores (Kabalka et
al., 1991; Jasanada e Nepveu, 1992).
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A auséncia de sinais inerentes ao DTPA [3(ppm), ‘H: 2.997, 3.090, 3.368, 3.498; *C:
181.323, 181.216, 60.419, 59.996, 53.295] na forma livre vem confirmar a ndo deleteriedade
das alteracdes efectuadas.

Desta forma foi possivel aumentar o rendimento desta sintese, obtendo-se seis vezes

mais solido em 25% do tempo inicialmente previsto.

Caracterizacéo por RMN (fig. 21):

A.RMN de 'H (500 MHz, CF3;COOD, ref2 TMS a o 0.0 ppm) d(ppm): 4.551 (s, 4H,
N'CH,CO,); 4.530 (s, 4H, N'CH,CONH); 4.120 (s, 2H, N’CH,CO,); 4.073 (t, 4H, N'CH,CH,N?); 3.765
(t, 4H, N'CH,CH,N?: 3.409 [t, 4H, CONHCH,CH,(CH,);sCHs]; 1.642 [t, 4H,
CONHCH,CH,(CH,);sCH3]; 1.356 [s, 60H, CONHCH,CH,(CH,);sCHs]; 0.919 [t, 6H,
CONH(CH,)1,CH3;

B. RMN de **C (500 MHz, CF;COOQOD, ref2a CF;COOD a 6 114.51 ppm e 161.52 ppm) &(ppm):
175.286 (N’CH,CO,); 171.144 (N'CH,CO,); 166.846 (N'CH,CONH); 59.275 (N'CH,CO,); 57.847
(N'CH,CONH); 55.949 (N°CH,CO,); 55.779 (N'CH,CH,N?; 53.030 (N'CH,CH,N?); 43.236
[CONHCH,CH,(CH,)15CHs]; 33.694 [CONHCH,CH,(CHy)15CHs]; 24.249-31.423
[CONHCH,CH,(CH,)15CH3]; 14.648 [CONHCH,CH,(CH,);:5CH3].
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Método proposto Allteractes efectuadas

Estearilamina (2 mmol) / Estearilamina (4 mmol)

\ 40°C/2h
DTPA-BA (1.1 mmol) DTPA-BA (2.2 mmol)

|
l 4°C/2h .
I

Salido branco (filtragao)

r—=-—=-- ¢ [

Lavagem (acetona, 3*150 ml)

|

Sintese

Secagem (50°C/pressao reduzida)  /
¢ 83.54%

Recristalizacao (cloroférmio/refluxo) Recristalizac&o (etanol/refluxo)

fo ]

Secagem
Lavagem (acetona, 3130 m) |:> x x(50°C/pressélo reduzida)

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
| ¢Secagem (80°C/12h)
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

57.42%

Lavagem (agua/80°C/3h)

¢ Filtrac&o

Secagem (50°C/presséo reduzida) \ 4

Purificac&o

¢ 55.15%

Lavagem (cloroférmio/refluxo/3h)

|

Secagem (50°C/presséo reduzida)

- ! '

29.98% 45.67%

Figura 20. Rendimentos obtidos por alteragdo do método de sintese e purificacdo de DTPA-SA,, proposto por Jasanada e
Nepveu (1992).
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Figura 21. Espectros de RMN (500 MHz) de (A) *H e de (B) **C do DTPA-SA; em CFsCOOD. Nos espectros de 'H as
posicBes dos sinais foram medidas relativamente ao sinal correspondente ao TMS (6 0.0 ppm) e nos de 3¢, relativamente
ao sinal correspondente ao CFsCOOD (& 114.510 ppm). Na figura é também incluida a estrutura do DTPA-SA; com o
esquema para a identificagdo dos grupos metilénicos e carbonilos.
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2.3.3. Sintese e caracterizacdo dos quelatos bisalquilamidas de DTPA com
gadolinio

i) Gd-DTPA-bismetilamida (Gd-DTPA-MA,)

A obtencéo deste quelato no estado solido revestiu-se de alguma fragilidade inerente
a dificuldade de cristalizag@o, o que se traduziu por um rendimento de aproximadamente
42%. Apos a sua sintese procedeu-se a pesquisa de Gd(lll) livre (2.2.3.B), a qual indiciou a
sua auséncia. A analise elementar efectuada confirma o elevado grau de pureza do quelato,
concordante com trabalhos j& publicados (Geraldes et al., 1995). O teor de agua
considerado é concordante com o esperado para o hidrato tipo | deste composto (Aukrust et
al., 2001).

Andlise quantitativa: Teores calculados e obtidos para CisH26Ns0sGd'4H,0 (PM 645.72)

% C %H % N % Gd
Teor calculado 29.761 5.307 10.846 24.353
Teor obtido 29.767 5.081 10.933 24.300
Variacédo 0.006 0.226 0.087 0.053

ii) Gd-DTPA-bisheptilamida (Gd-DTPA-HPA,)

A obtencdo deste derivado no estado solido foi facilitada pela sua maior
hidrofobicidade relativamente ao quelato bisamida, permitindo obter um rendimento
semelhante (ca. 70%) ao de outros autores (Geraldes et al., 1995), com auséncia de Gd(lll)
revelada pelo ensaio com Arsenazo lll (2.2.3.B). No entanto, 0 seu caracter higroscopico
dificultou a sua obtengdo com um menor numero de hidratagdo, conforme j& publicado
(Geraldes et al., 1995). As variagcdes obtidas no teor de C e H limitaram a utilizagdo deste
qguelato em estudos posteriores, tendo-se recorrido a um lote puro gentilmente cedido pelo

Prof. Doutor Carlos Geraldes (Depto. Bioquimica, FCTUC, Universidade de Coimbra).

71



Capitulo 2

Andlise quantitativa: Teores calculados e obtidos para C,gHsoNsOg Gd'11H,0 (PM 940.15)

% C %H % N % Gd
Teor calculado 35.772 7.719 7.449 16.726
Teor obtido 36.310 6.246 7.452 16.800
Variacédo 0.538 -1.473 0.002 0.074

iii) Gd-DTPA-bisestearilamida (Gd-DTPA-SA,)

O caracter duplo, lipéfilo e complexante, confere aos ligandos bisalquilamidas de
cadeia longa caracteristicas tensioactivas (Jasanada, 1992). Na sintese deste quelato a
concentracdo de ligando ascendeu a 10.6M, valor muito superior a sua concentragao
micelar critica, 2.3+0.3x10™“M, podendo eventualmente ter constituido uma barreira a livre
complexacdo com Gd(lll). Esta hipétese podera explicar a elevada dificuldade em obter o
guelato com teores de Gd(lll) satisfatorios, conforme se verificou pelos resultados de analise

guantitativa. O rendimento ascendeu a 78.7%.

Andlise quantitativa: Teores calculados e obtidos para CsoHgsNsOg Gd'3H,0 (PM 1104.62)

% C %H % N % Gd
Teor calculado 54.367 9.124 6.340 14.236
Teor obtido 54.343 9.211 6.413 11.000
Variacédo 0.025 0.087 0.072 3.236

Como concluséo, as sinteses efectuadas recorreram a uma via geral aplicavel a
preparacao de derivados bisamida do DTPA com uma vasta variedade de aminas alifaticas
de cadeia longa (Geraldes et al., 1995).

Os sinais obtidos por RMN de *C unidimensional foram atribuidos com certeza
razoavel com base nos desvios quimicos e compara¢fes com resultados publicados para o
mesmo tipo de compostos (Geraldes et al., 1995; Kabalka et al., 1991; Jasanada e Nepveu,
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1992). Os desvios quimicos obtidos por RMN de *H, bem como a integracédo dos respectivos
sinais, complementaram os resultados.

Estes estudos mostraram sem qualquer ambiguidade a simetria dos analogos de
DTPA com duas fun¢des amida e duas cadeias lipofilicas laterais, com auséncia de misturas
de derivados mono- e dialquilamida, possiveis na sintese desta familia de ligandos (Sherry
etal., 1988).

A complexagdo com Gd(lll) permitiu-nos obter os trés quelatos necessarios a
prossecucdo dos trabalhos, cujo grau de pureza é reflectido nos resultados obtidos por

andlise quantitativa.
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3.1. Introducéo

O desenvolvimento de sistemas coloidais como veiculos de meios de contraste para
IRM ndo tem sido alvo, nos ultimos anos, de grande desenvolvimento. Os trabalhos
publicados incidem fundamentalmente no desenvolvimento de vectores lipossémicos
(Gregoriadis e Florence, 1993; Misselwitz e Sachse, 1997), ao que néo é alheio o facto dos
quelatos mais estudados e com perfis de seguranga bem estabelecidos, como é o caso dos
quelatos de Gd(lll) ja utlizados clinicamente, serem predominantemente hidrofilicos
(Rocklage e Watson, 1993). Como tal, a priori, a sua encapsulacdo no interior aquoso de
lipossomas parece ser a estratégia mais adequada, em detrimento da sua vectorizagédo por
sistemas poliméricos nanoparticulares, como os desenvolvidos no &mbito desta tese. Talvez
por isso poucos sejam os trabalhos até a data publicados que se enquadrem no
desenvolvimento de meios de contraste coloidais poliméricos biodegradaveis, para IRM. Os
trabalhos existentes séo ainda incipientes e focam areas como as SLN (Morel et al., 1998) e
microsferas de amido (Fahlvik et al., 1990; Fossheim et al., 1999).

No entanto, a elevada sensibilidade das membranas lipossomicas a degradacao
ambiental, a fuga do meio de contraste através da bicamada fosfolipidica, os problemas de
transposicdo a escala industrial e a débil estabilidade in vivo geralmente associada a este
tipo de vectores tem limitado o seu desenvolvimento e comercializagdo (Fielding, 1991;
Gabizon, 1995). As nanoparticulas parecem constituir uma alternativa interessante
(Couvreur et al., 1995). Possuem maior estabilidade nos fluidos biologicos e durante o
armazenamento (Knopp et al., 1999; Coffin et al., 1992) e a sua preparacdo € mais adequada
a transposicao industrial (Bodmeier et al., 1998; Alléman et al. , 1998).

As nanoparticulas podem ser preparadas por polimerizacdo de mondémeros dispersos
ou solubilizados (Gaspar et al., 1991; Couvreur et al.,, 1992), ou por dispersdo de um
polimero pré-formado (Bodmeier et al., 1998).

A maioria das nanoparticulas formadas por polimerizacdo ndo € biodegradavel. O
facto dos seus produtos de degradacdo nem sempre serem totalmente biocompativeis e a
potencial persisténcia de residuos toxicos como mondémeros, oligbmeros e catalisadores,
constituem limitacbes de extrema importancia, nomeadamente se se pretender a sua
administracdo endovenosa (Couvreur et al., 1996; Maal3en et al., 1993). Além disso, quando
a polimerizacdo € induzida por meio de radiagdo, é provavel que ocorram quer reacgdes

cruzadas com o farmaco ou degradacdo dos componentes das nanoparticulas (Alléman et
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al., 1993). A perda de actividade de peptideos devido ao processo de polimerizacdo também
tem sido referida (Grangier et al., 1991). Além disso, este método é ainda limitado pela
prépria citotoxicidade dos polimeros resultantes (Muller et al., 1996) e pelos mondémeros
disponiveis (Bodmeier et al., 1998).

Os polimeros utilizados para preparar nanoparticulas podem ser classificados em
dois grupos gerais: polimeros sintéticos e compostos de origem natural como proteinas e
lipidos. Tém sido propostos diferentes métodos de preparagdo de nanoparticulas com
moléculas de origem natural, envolvendo o uso de calor (Couvreur et al., 1995) ou sonicagéo
(Bodmeier et al.,, 1998), volumes elevados de solventes organicos ou Oleos e agentes
guimicos de cross-linking toxicos (Kreuter, 1991). Para além disso, a incerteza da origem e
pureza das macromoléculas bem como a sua antigenicidade potencial restringem o uso
deste tipo de nanoparticulas (Quintanar-Guerrero et al., 1998).

Considerando as limita¢cdes das nanoparticulas obtidas com moléculas naturais e por
técnicas de polimerizacdo, particularmente se sdo para administragdo parentérica,
escolhemos utilizar polimeros pré-formados bem definidos e caracterizados (Vert e Garreau,
1991).

Os meétodos de preparacdo de nanoparticulas a partir de polimeros pré-formados
apresentam alguma semelhanca entre si, nomeadamente ao envolverem a utilizagdo de
uma solugdo orgénica contendo os componentes das nanoparticulas e que funciona como
fase interna durante a preparagdo, e uma solugcdo aquosa de estabilizante que constitui o
meio de dispersdo. A encapsulacdo de moléculas moderadamente hidrofilas ou muito
hidrofilas em nanoparticulas preparadas desta forma é considerada pouco eficaz. De facto,
até a data e apesar das varias tentativas, as técnicas permanecem apenas eficazes para
farmacos lipofilicos (Mauduit e Vert, 1993).

Estes métodos podem ser classificados em quatro categorias:

1. Emulsificagdo-evaporagao

E uma técnica muito utilizada na producéo de microsferas biodegradaveis (Wang et al.,
1999; Chacon et al., 1996). Neste método, o farmaco e o polimero sdo dispersos ou
solubilizados num solvente orgéanico volatil e imiscivel em agua (ex: cloreto de metileno,
cloroférmio, acetato de etilo). Esta solucdo ou dispersdo € posteriormente emulsionada
numa fase aquosa externa contendo um estabilizante. A emulsdo O/A formada é depois

homogeneizada por microfluidizagédo (Venier-Julienne e Benoit, 1996; Niwa et al., 1993) ou
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sonicacao (Gaspar et al., 1998; Nakada et al., 1998; Blanco e Alonso, 1997). A evaporagao
subsequente do solvente organico permite a obtencdo de nanosferas (Zambaux et al., 1999).

As suas principais limitacdes estdo associadas a utilizacdo generalizada de solventes
clorados como o cloroférmio e cloreto de metileno, téxicos mesmo em quantidades residuais,
ndo autorizados para administracdo parentérica (Jain et al., 1998). O hidrocol6ide n&o
biodegradavel poli(alcool vinilico) (PVA) é geralmente o estabilizante de escolha (Julienne et
al.,, 1992; Li et al., 2001). Nao € autorizado para administracdo endovenosa devido a sua
elevada toxicidade, sendo por vezes substituido pela albumina (Torchilin e Trubetskoy,
1995). No entanto, a origem e o0 grau de pureza desta sdo aspectos que podem ser
limitantes, nomeadamente em escala industrial. Além disso, a emulsificacdo é geralmente
conseguida recorrendo a utlizagdo de ultra-sons, com o0 concomitante perigo de
contaminagdo por Titanio. A utilizacdo de ultra-sons conduz & obtenc@o de populagbes
polidispersas (Blanco e Alonso, 1997), podendo também induzir reac¢des quimicas ou
degradacdo quer do polimero quer da molécula a encapsular, sendo considerado um

método dificil de transpor a escala industrial (Bodmeier e Maincent, 1998).

2. “Salting-out”

As nanoparticulas séo preparadas pela adicdo de uma fase aquosa saturada com um
electrélito ou ndo electrélito a uma solucdo de polimero e farmaco solubilizados num
solvente organico imiscivel em &agua, sob agitacdo. A adicdo posterior de 4gua a esta
emulsdo O/A conduz a difusdo do solvente organico para a fase aquosa externa com
consequente precipitagdo do polimero e formacao das nanoparticulas (Alléeman et al., 1993).

Este método de preparacdo € limitado a agentes de “salting-out” que permitam
separacdo de fases sem precipitacdo de farmaco e a farmacos solGveis em acetona.
Analogamente ao método anterior, recorre a utilizacdo de PVA, exigindo um longo processo
de purificacao (Kristl, et al., 1996). No entanto, o PVA é extremamente dificil de remover da

superficie das nanoparticulas (Zambaux et al., 1998).

3. Emulsificagédo-difusao

A producao de nanoparticulas por emulsificacao-difusdo deriva do método de “salting-
out” (Alléman et al.,1998) proposto por Leroux et al. (1995) com o objectivo de evitar a
utiizacdo de grandes quantidades de sais, com 0s quais hem todos os farmacos séo

compativeis (Berton et al.,1999). Embora seja considerado um método de facil transposi¢do
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a escala industrial, utiliza como hidrocoléides estabilizantes o PVA ou a gelatina, com todos
0s inconvenientes anteriormente focados. O solvente organico geralmente utilizado € o
alcool benzilico. Além disso, a producdo de nanoparticulas por este método exige a
eliminacdo de elevados volumes de agua da suspensdo, sendo pouco eficaz na
encapsulacdo de moléculas hidrossoluveis devido a sua perda para a fase aquosa durante a
emulsificagdo (Niwa et al.,1994; Leroux et al., 1995). Este método tem sofrido algumas
modificagbes, como demonstra o trabalho publicado por Quintanar-Guerrero (Quintanar-
Guerrero et al., 1996, 1997 e 1998a).

4. Deslocacdao de solvente

Este método foi proposto por Fessi et al. (1989) e é caracterizado por evitar 0 recurso
ao calor ou sonicagdo, sendo facilmente transposto a escala industrial (Niwa et al.,1994).
N&o utiliza solventes clorados, permitindo produzir facilmente populacdes de nanoparticulas
unimodais de PLGA e PCL (Lourenco et al., 1996).

O estabilizante utilizado (poloxamero 188) tem DLsp>5g/Kg (praticamente atéxico)
(Sagrado et al., 1994), sendo autorizado para administracdo endovenosa. Em sua
substituicdo alguns autores utilizam o poloxamero 407, uma vez que este permite aumentar
0 tempo de residéncia intravascular das nanoparticulas, diminuindo a sua captacdo pelo
MPS (Lenaerts et al., 1995; Dunn et al., 1997). No entanto, o poloxamero 407 é mais toxico
gue o poloxamero 188 (Sagrado et al., 1994) e pode sofrer desadsorcdo da superficie do
vector in vivo, pelo que a este nivel é preferivel a utilizacdo de polimeros com ligacao
covalente a PEG (Neal et al., 1998).

No entanto, a sua utilidade esta limitada a solventes hidromisciveis, nos quais a
velocidade de difusdo seja suficiente para produzir emulsificagdo espontanea (Torchilin et al.,
1995).

Para a preparacdo de nanosferas biodegradaveis escolhemos os polimeros PLA,
PLGA e PCL. Estes polimeros fazem parte da classe de poliésteres a-hidroxilados e tém
demonstrado boa histocompatibilidade e biodegradibilidade (Brophy et al., 1990; Goépferich,
1996), sendo autorizados para administragdo parentérica. Os poli(a-hidroxiacidos) séo
assimilados apds degradacao ou eliminados sob forma de CO; e H,0O (Vert et al., 1991; Jain
et al.,, 1998). Os seus produtos de degradacdo sdo os acidos lactico e glicolico que se
encontram entre os metabolitos intermediarios naturais do organismo (Alléman et al., 1998).

Além disso, a seguranga destes polimeros para uso humano tem sido extensamente
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documentada durante os Ultimos anos (Brannon-Peppas, 1995; Merkli et al., 1995; Uhrich et
al., 1999).

A acetona € facilmente removida por evaporacdo a pressado reduzida (Niwa et al.,
1994) a temperatura ambiente, evitando a utilizacdo de temperaturas elevadas, as quais
podem provocar um retardamento na velocidade de libertacdo do farmaco (Omelczuk e
McGinity, 1993).

O objectivo principal deste trabalho foi, pois, testar a hipotese de que a
encapsulacdo de quelatos de Gd(ll) em nanoparticulas poliméricas coloidais
aumentaria a relaxividade do quelato encapsulado, sugerindo a possibilidade deste tipo
de formulag6es poder ser utilizado no desenvolvimento de meios de contraste vectorizados
para populacdes celulares especificas.

Para testar esta hipétese, recorreu-se principalmente aos poli (a-hidroxiacidos) PLA e
PLGA, dois polimeros biodegradaveis constituidos por polimerizacdo de unidades
monoméricas de acido lactico (PLA) ou copolimerizagdo deste com mondmeros de 4cido
glicélico (PLGA) (Blanco e Alonso, 1997) (figura 22). Os poliésteres resultantes séo, até a
data, os unicos polimeros autorizados para administracdo endovenosa (Jain et al., 1998).

Foram ainda realizados alguns estudos com o polimero poli (e-caprolactona) (figura 22).

—-—O-CIH-CO } Poli(acido glicélico) ou PGA

n

—-—O-CH-CO ]— Poli(acido lactico) ou PLA
L | N
CHj

~PO-(CH 2)5-CO ]~ Poli( e-caprolactona) ou PCL
n

Figura 22. Estrutura monomérica dos polimeros de acido lactico, dos seus copolimeros com &cido glicélico e da poli
(caprolactona). Adaptado de Blanco e Alonso, 1997.

Neste contexto e dada a escassa bibliografia disponivel, foi necessario proceder a
estudos preliminares com véarios homo — e co-polimeros de poli (acido lactico) com poli
(acido glicdlico), recorrendo a variagcdo de alguns parédmetros tecnolégicos, no sentido de

avaliar qual ou quais, os conjuntos de condi¢cdes tecnolégicas mais adequadas a
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encapsulacdo dos quelatos disponiveis. Os quelatos de Gd(lll) utilizados incluiram trés
Gd(DTPA-bisalquilamidas) sintetizadas no ambito deste trabalho (Capitulo 2) e duas outras
gentilmente cedidas pelo Prof. Doutor Carlos Geraldes (figura 23, D e E).

Os trés quelatos sintetizados séo bisalquilamidas de DTPA com cadeias laterais
alquilicas saturadas, de hidrofobicidade crescente (figura 23, A, B e C). Sabe-se que a
encapsulacdo em nanoparticulas de poliésteres e, principalmente, pelo método de
deslocacao de solvente, é mais adequada a moléculas marcadamente hidrofobas (Legrand
et al., 1999; Leroux et al., 1995; Govender et al., 1999). Como tal, aumentando a
hidrofobicidade do quelato de Gd(lIl) mais utilizado clinicamente, a Gd(DTPA-bismetilamida),
por aumento das suas cadeias hidrocarbonadas laterais, aumentar-se-ia a probabilidade de
uma encapsulacdo bem sucedida. Neste contexto, para além deste quelato (figura 23, A),
foram efectuados estudos com Gd(DTPA-bisheptilamida) (figura 23, B) e Gd(DTPA-
bisestearilamida) (figura 23, C). Os quelatos Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) (figura 23, D) e
Gd(DTPA-bismetoxietilamida) (figura 23, E), embora hidrofilicos, apresentam grupos
funcionais nas suas cadeias laterais, passiveis de estabelecer interac¢cées moleculares com

as cadeias poliméricas, razao principal da sua utilizagcdo neste trabalho.
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Figura 23. Quelatos de Gd(lll) utilizados nos estudos de encapsulacéo de bisalquilamidas de DTPA em nanoparticulas
poliméricas de PLGA. A, Gd(DTPA-bismetilamida); B, Gd(DTPA-bisheptilamida); C, Gd(DTPA-bisestearilamida); D,
Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida); E, Gd(DTPA-bismetoxietilamida).
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3.2. Material e Métodos

3.2.1. Materiais

Os poli (D,L-4cido lactico) (PLA) R 202H (PM 11 kDa) e R 203 (PM 29,6 kDa) e os
poli(D,L-acido lactico-co-glicdlico) (PLGA) RG 502H (50/50, PM 6 kDa), RG 503H (50/50, PM
32,4 kDa), RG 503 (50/50, PM 39 kDa) e RG 755 (75/25, PM 63,6 kDa) foram adquiridos na
Boehringer (Boehringer Ingelheim, Alemanha). O poli(acido lactico) (PM 90 kDa), o
poli(acido lactico-co-glicolico) (PM 50-75 kDa), a poli(e-caprolactona) (PCL) (PM 128 kDa) e
a acetona foram adquiridos na Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA). O poloxamero
188 (Synperonic F68) foi obtido na ICI (ICI, Franga). O lipido 1,2-dioleoil-3-propanoato de
trimetilaménio (DOTAP), solubilizado em cloroférmio, foi adquirido a Avanti Polar Lipids

(Alabaster, AL, EUA). A agua utilizada era de grau ultrapuro (Elgastat R).

3.2.2. Metodologias Gerais

3.2.2.1. Preparagéo das nanoparticulas pelo metodo inicial

As nanoparticulas foram preparadas por deslocagédo de solvente (Fessi et al., 1999),
conforme esquematizado na figura 24.

Resumidamente, adicionou-se a solugdo acetonica de polimero uma solucédo
alcodlica (etanol, etanol/agua ou metanol) de quelato de Gd(lll) a 1% (p/p). A solucéo
resultante foi imediatamente homogeneizada por vortex, sendo seguidamente vertida sobre
uma solugdo aquosa de poloxamero 188 (0,25%, p/v), sob agitacdo magnética moderada.
ApOs evaporacdo da fase orgénica a 40°C sob pressdo reduzida, as suspensdes de

nanoparticulas foram filtradas e o volume foi aferido a 10 ml com &gua ultrapura.
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S1 s1
\—_HHIIIIII» S1+S2 —Z 5 .
Emulsificacéo Evaporagdo Ll &
¢ @ do solvente
S2

Figura 24. Método geral de preparagéo de nanoparticulas por deslocagdo de solvente. S1, fase organica
(solugéo acetonica de polimero com solugéo alcodlica de quelato); S2, fase aquosa (poloxamero 188 a 0,25%,

p/v).

3.2.2.2. Liofilizago das nanoparticulas

As nanoparticulas foram congeladas a -40°C e liofilizadas durante 48h (Labconco
FreeZone®, Labconco Co., EUA) a mesma temperatura. A liofilizagdo secundéria foi
efectuada a 4°C/4h ap6s rampa de 0,05°C/min.

3.2.2.3. Caracterizagao fisico-quimica

A caracterizagdo fisico-quimica dos sistemas nanoparticulares incidiu sobre a
avaliacdo da sua distribuicdo granulométrica e carga de superficie, através dos pardmetros
dimensdo média (Z, nm) e indice de polidispersdo, e potencial zeta (mV), respectivamente.
Foram também avaliados os parametros eficacia de encapsulacdo (%), teor de quelato (%) e

recuperacao de quelato na suspensao final de nanoparticulas (%).

i) Avaliagdo da distribuicdo granulométrica

A distribuicdo granulométrica foi avaliada por Espectroscopia de Correlagcdo Fotonica
(PCS) (AutoSizer® 2c, Malvern Instruments, Inglaterra e Coulter® N4 Plus, Coulter
Instruments, EUA) com um angulo incidente de 90° proveniente de um laser de He de 633,0
nm. As analises foram realizadas a 20,0°C sobre amostras diluidas de acordo com as

exigéncias dos aparelhos. Cada amostra foi analisada em triplicado.

ii) Avaliacdo da carga de superficie
A carga de superficie das nanoparticulas em suspensdo foi avaliada por Andlise

Doppler da Luz Dispersada por particulas sujeitas a Electroforese (DELSA), determinando-
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se a mobilidade electroforética e, como consequéncia, o potencial zeta (Coulter® DELSA
440, Coulter Instruments, FL, EUA).

As andlises foram efectuadas em triplicado sobre suspensdes diluidas entre 5 e 10 %
(p/v), submetidas a 5, 10 e 15V. Todos os ensaios foram realizados a 25+0,2°C. Os ensaios
foram efectuados de acordo com as condi¢des optimizadas para este tipo de formulagdo
(Lourencgo et al., 1996).

iii) Avaliacdo da eficacia de encapsulacéo e teor de quelato
A eficdcia de encapsulacdo e o teor de quelato foram calculados de acordo com as

equacoes [3-1] e [3-2], respectivamente:

guantidade (mg) de quelato encapsulado

: — : X100 [3-1]
guantidade (mg) de quelato adicionado ao sistema

Eficacia de Encapsulacao (%) =

massa (mg) de quelato encapsulado .
massa total (mg) de nanoparticulas

Teor de quelato (%) = 100 [3-2]

A quantidade de quelato encapsulado foi avaliada por ICP-AES (Cap. II, 2.2.3. C1)
em nanoparticulas liofilizadas ap6s a remogéo do quelato livre por dupla ultracentrifugacéo
(146000xg/4°C/1h).

iv) Avaliacéo da recuperacéo de quelato na suspenséo final de nanoparticulas

Para avaliar a rentabilidade do método de producéo determinou-se a recuperacao de
guelato na suspenséo final de nanoparticulas. A massa de quelato de Gd(lll) presente na
suspensdo de nanoparticulas no final da preparacéo foi determinada por ICP-AES (Cap. 2,
2.2.3. C1). Os resultados sdo expressos em percentagem de massa de acordo com a

equacao [3-3]:

massa total (mg) de quelato presente na suspensao final %100 [3-3]

Recuperacéo de quelato (%)= — X
perag q (%) massa total (mg) de quelato adicionado ao sistema
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3.2.3. Metodologias especificas

A. Ensaios preliminares

No intuito de avaliar qual a estratégia de producdo mais adequada a encapsulacao de
Gd(DTPA-bisalquilamidas) em nanosferas de PLGA por deslocacéo de solvente, avaliaram-
se os polimeros PLA 203, PLA 202H e PLGA 502H, recorrendo a trés razdes volumétricas

entre as fases organica e aquosa, de acordo com a tabela 9.

Tabela 9. CondicGes tecnolégicas utilizadas na producéo de nanosferas de PLA (203 e 202H) e PLGA 502H

Polimero® Razéao fase organica/fase aquos: Condicéao
(viv)
PLA 203 0,33 C
PLA 203 0,60 A
PLA 203 1,00 D
PLA 202H 0,60 B
PLGA 502H 0,33 E

@10 mg/ml na fase organica

Cada uma destas condigfes foi aplicada a cinco quelatos, quer com cadeia alquilica
simples [Gd(DTPA-bismetilamida), Gd(DTPA-bisheptilamida) e Gd(DTPA-bisestearilamida)]
guer com funcionalidades quimicas adicionais [Gd(DTPA-bismetoxietilamida) e Gd(DTPA-
bismorfolinoetilamida)].

As nanoparticulas obtidas foram submetidas a caracterizacao fisico-quimica em termos
de eficacia de encapsulacdo, teor e recuperacdo de quelato, carga de superficie e
distribuicdo granulométrica (dimensdo média e indice de polidispersdo). O numero de lotes
submetidos a caracterizagdo granulométrica encontra-se disposto na tabela 10. Os restantes
parametros de caracterizagéo fisico-quimica (eficacia de encapsulagéo, teor e recuperagéo
de quelato e carga de superficie) foram avaliados uma sO vez. A encapsulacdo de
Gd(DTPA-bisestearilamida) so6 foi avaliada pelos métodos D e E. Em todas as situacdes,

todos os ensaios foram efectuados em triplicado.
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Tabela 10. Nimero de lotes sujeitos a caracterizagéo granulométrica; ND, ndo determinado.

Quelato Condicao
A B C D E
Gd(DTPA-bismetilamida) 2 2 2 2 1
Gd(DTPA-bisheptilamida) 3 2 2 2 1
Gd(DTPA-bisestearilamida) ND ND ND ND 3
Gd(DTPA-bismetoxietilamida) 2 2 2 2 1
Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) 3 3 3 3 3

B. Ensaios de optimizacéo da eficacia de encapsulacéo

B.l. GA(DTPA-bisestearilamida)

Face aos resultados obtidos nos ensaios preliminares ao nivel da eficacia de
encapsulacdo deste quelato em nanoparticulas de PLA e PLGA, os estudos foram
continuados recorrendo a duas estratégias distintas: o aumento do peso molecular do

polimero e a diminui¢cdo da razdo volumeétrica entre as fases organica e aquosa.

B.l.1. Aumento do peso molecular do polimero

Prepararam-se nanoparticulas com 10 mg/ml de PLA 90 (PM 90000) na fase orgénica
numa razdo volumétrica de 0,33 entre esta e a fase aquosa. Os resultados foram
comparados com o0s obtidos nos ensaios preliminares com nanoparticulas de PLA 203 (PM

29600), nas mesmas condic¢des. O teor de quelato adicionado foi de 1% (p/p).

B.l.2. Diminuicao da razao volumétrica entre as fases organica e aguosa

As nanoparticulas de PLGA 502H foram preparadas com 10 mg de polimero/ml de fase
organica, numa razao volumétrica de 0.17 entre esta e a fase aquosa. O teor de quelato
adicionado foi de 1% (p/p). Os resultados foram comparados com os obtidos nos ensaios
preliminares apoés producdo de nanoparticulas com uma razdo volumétrica de 0.33, nas
mesmas condicdes.

Apos a preparacdo das nanoparticulas com 1% (p/p) de Gd(DTPA-SA;), procedeu-se a
caracterizacgao fisico-quimica dos lotes nos quais se obtiveram resultados mais promissores,

nomeadamente em termos de eficacia de encapsulacdo, teor e recuperacdo de quelato,
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carga de superficie, dimensdo média e indice de polidispersdo. Todos os ensaios foram

efectuados em triplicado.

B.Il. Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida)

Com o objectivo de optimizar a encapsulacdo de quelato, foram avaliados dois tipos
diferentes de preparagdo da fase orgéanica, diferindo principalmente no estado fisico do
polimero aquando da adi¢do da solucdo de quelato e designados por método inicial e
método inicial modificado.

As nanoparticulas foram preparadas e caracterizadas conforme descrito (3.2.2.). Todos

0s ensaios foram efectuados em triplicado.

B.lIl.LA. Producédo de nanosferas pelo método inicial

O método inicial, assim designado por meras questdes de sistematizacao, refere-se
ao método geral de preparacdo de nanosferas por deslocacdo de solvente, no qual a
solucdo etandlica com 1% (p/p) de quelato foi adicionada ao polimero previamente
solubilizado em acetona. Este método encontra-se descrito em Material e Métodos (3.2.2.).

Recorrendo a este método, avaliou-se a influéncia de diversos parametros
tecnolégicos na encapsulacao de quelato em nanosferas de PLA, PLGA e PCL, no intuito de
aumentar a eficacia do processo, obtendo simultaneamente popula¢cdes monodispersas e
com distribuicdo granulométrica unimodal. Neste contexto, foi estudada a influéncia do peso
molecular e do tipo de polimero e também da razdo volumétrica entre as fases orgéanica e

aquosa.
B.lIlLA.1. Influéncia do peso molecular do polimero
Prepararam-se nanoparticulas de PLA e PLGA, de pesos moleculares crescentes,
nas mesmas condi¢des, recorrendo as duas razdes distintas de razdo volumétrica entre as

fases organica e aquosa (tabela 11). O teor de quelato adicionado foi de 1% (p/p) e a

concentracdo de polimero de 10 mg/ml.
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Tabela 11. Pesos moleculares dos polimeros utilizados na optimizagdo da eficadcia de encapsulacdo de Gd(DTPA-
bismorfolinoetilamida). A razéo volumétrica entre as fases encontra-se assinalada (+) para cada polimero utilizado.
Todos os lotes foram produzidos com 10 mg/ml de polimero na fase orgéanica. O teor de quelato adicionado foi de 1% (p/p).

Raz&o f. organica/f. aquosa (v/v)

Polimero Peso Molecular 0,17 0,25
PLA 202H 11000 + +
PLA 203 29600 + +
PLA 90 90000 + +
PLGA 502H 6000 + +
PLGA 503H 32400 NE +
PLGA 755 63000 + NE
PLGA 50-75 50-75000 + +

NE, néo efectuado.

B.II.A.2. Influéncia do tipo de polimero

Foram preparadas nanoparticulas com varios homopolimeros do poli(acido lactico)
(PLA) e diversos copolimeros com acido glicélico (PLGA), recorrendo sempre a 10 mg/ml de
polimero na fase organica (tabela 12). O teor de quelato adicionado foi de 1% (p/p). Os
polimeros de maior peso molecular de cada categoria foram comparados com poli(e-

caprolactona) (PCL).

Tabela 12. Tipos de polimeros utilizados na optimizag&o da eficacia de encapsulacéo de Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) e
respectivos pesos moleculares. As varidveis de produgdo encontram-se assinaladas (+). O teor de quelato adicionado foi
de 1% (p/p).

Razdo f. organica/f. aquosa (v/v)

Polimero Peso Molecular 0,17 0,25
PLA 202H 11000 + +
PLGA 502H 6000 + +
PLA 203 29600 + +
PLGA 503H 32400 NE +
PCL 128 000 + +
PLA 90 90000 + +
PLGA 50-75 50-75000 + +

NE, ndo efectuado.
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B.II.A.3. Influéncia da razéo volumétrica entre as fases organica e aquosa

Este parametro foi avaliado recorrendo a oito polimeros distintos (tabela 13).

Tabela 13. Razdes volumétricas entre as fases organica e aquosa, utilizadas na optimizacéo da eficacia de encapsulagéo
de Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida). Os polimeros utilizados em cada caso encontram-se assinalados (+). NE, ndo efectuado.

PLA PCL PLGA
Razéo O/A 202H 203 90 502H 503H 50-75 755
0,17 + + + + + NE + +
0,25 + + + + + + + NE
0,33 NE + NE NE + + NE NE
0,6 + + NE NE NE NE NE NE
1,00 NE + NE NE NE NE NE NE

A producéo de nanoparticulas foi submetida a razdes volumétricas entre ambas as
fases de 0,17 a 1,00. A concentragdo de polimero na fase organica foi, invariavelmente, de

10 mg/ml e o teor de quelato adicionado de 1% (p/p).

B.Il.B. Producéo de nanosferas por modificacdo do método inicial

As nanoparticulas foram preparadas pelo método de deslocacdo de solvente, com
uma pequena alteracéo na preparagdo da fase organica. A solucdo etandlica de quelato (1%,
p/p) foi adicionada ao polimero seco (figura 25). Apos adicdo de 1 ml de acetona, a solugéo
organica foi homogeneizada por vértex e o volume foi perfeito a 5 ml com acetona. As

nanoparticulas foram preparadas conforme descrito anteriormente (3.2.2.).

Figura 25. Alteracao efectuada na preparagdo da fase organica utilizada na producé@o de nanoparticulas por deslocagao de
solvente. No método inicial (A) o quelato (1%, p/p) foi adicionado ao polimero previamente solubilizado em acetona e no
método modificado (B), a adi¢éo foi feita ao polimero no estado seco. Seguidamente adicionou-se 1 ml de acetona e, apés
dissolugéo total do polimero, homogeneizou-se a fase orgéanica e perfez-se o volume com acetona.

GdL (1%, etOH)

GdL (1%, etOH) Acetona (1 ml)

HHHHH\IH» H\HHHHH»

PLAIGA (j
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B.Il.B.1. Influéncia da razdo volumétrica entre as fases organica e aquosa

Foram preparadas nanoparticulas de PLGA 502H numa concentracdo de 10 mg/ml
de fase orgéanica, em razfes volumétricas de 0,17 a 0,33 entre as fases organica e aquosa.

O teor de quelato adicionado foi de 1% (p/p).

B.Il.B.2. Influéncia da concentracéo de polimero na fase organica

Prepararam-se nanoparticulas de PLGA 502H cujas concentracdes na fase orgéanica
foram de 10 mg/ml e 15 mg/ml. A raz&o de volumes entre as fases foi de 0,17. O teor de

quelato adicionado foi de 1% (p/p).

B.I.B.3. Influéncia da utilizacdo conjunta de polimeros de peso molecular dispar

Este parametro foi avaliado com nanoparticulas preparadas com 25 mg de PLGA
502H (PM 6000), adicionado de igual massa de PLGA 755 (PM 63600) ou PLGA 50-75 (PM
50-75000), numa concentracgdo final de 10 mg de polimero/ml de solugéo organica. O teor
de quelato adicionado foi de 1% (p/p). A razao volumétrica entre as fases organica e aquosa
foi de 0,17.

B.1.B.4. Influéncia da adi¢c&o do lipido DOTAP a fase orgénica
Na preparacao de nanoparticulas com PLGA 502H foi adicionado 1% (p/p) de DOTAP

em etanol a fase orgéanica ja contendo 10 mg de polimero/ml. O teor de quelato adicionado

foi de 1% (p/p). A razdo volumétrica entre as fases organica e aquosa foi de 0,17.
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3.3. Resultados e discusséao

3.3.1. Ensaios preliminares

Ao proceder aos ensaios preliminares pretendia-se avaliar qual, ou quais, as variaveis
de producdo mais adequadas a uma encapsulagédo eficaz deste tipo de quelatos em
nanosferas® de PLA e PLGA, permitindo simultaneamente obter populacdes de distribuigéo
granulométrica unimodal, passiveis de utilizacdo como meio de diagndstico.

Como se observa na figura 26, a distribuicdo granulométrica obtida com as condicdes
utilizadas parece nédo depender significativamente do quelato encapsulado, verificando-se,
de um modo geral, a obtencdo de populagées unimodais com indices de polidispersdo
inferiores a 0,1, o que é comum na preparacdo de nanosferas de PLGA pelo método de
deslocacao de solvente (Fessi et al., 1989). O didmetro médio foi, em geral, inferior a 200 nm.
Este aspecto é de extrema importancia ao nivel do tipo de vectorizagdo que se pretenda
alcancar, uma vez que é geralmente aceite ser necessario um intervalo entre 70 nm a 200
nm para sistemas coloidais vectorizados (Davis et al., 1993; Stolnik et al., 1995). E sabido
qgue o didmetro médio e a distribuicdo granulométrica dos vectores coloidais influenciam
significativamente o seu perfil de biodistribuicdo (Allen et al., 1995; Chouly et al., 1996;
Fossheim et al., 1997). De facto, as nanoparticulas com diametro inferior a 70 nm s&o
rapidamente removidas da circulagdo ao extravasarem (Seijo et al., 1990; Gref et al., 1995),
enquanto que as de didmetro superior a 200 nm sdo sujeitas a mecanismos inespecificos de
filtracdo esplénica (Davis et al., 1993; Alléeman et al., 1998).

A producéo de nanoparticulas com PLA 203 pela condi¢cdo C constituiu, a este nivel,
a Unica excepg¢do na encapsulagdo da maioria dos quelatos. No entanto, a utilizacdo desta
condicdo de producdo na encapsulacdo de Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) permitiu obter
populacdes de nanoparticulas caracterizadas por diametros médios da ordem dos 200 nm e
distribuicdo granulométrica estreita (IP<0,05).

Os resultados obtidos com a utilizacdo de PLA 203 na encapsulacdo dos varios
quelatos indicia uma influéncia da razao volumétrica (r) entre as duas fases. O aumento
desta razdo permitiu reduzir o didmetro médio das nanoparticulas obtidas,

independentemente do quelato em questéo. Os valores mais elevados foram obtidos com as

20 A producdo de nanoparticulas por deslocacdo de solvente permite obter nanosferas e nanocépsulas. No entanto, estas s6
sdo obtidas na com adicdo a fase organica de um 6leo imiscivel em agua (Fessi et al., 1989).
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condi¢cbes C (r=0,33), decrescendo com as condi¢gdes A (r=0,60), sendo os mais reduzidos
os referentes a preparagdo de nanoparticulas com uma razdo volumétrica de 1,00 (condi¢éo
D).

1 - Gd(DTPA-bis metilamida)

2 - Gd(DTPA-bis heptilamida)

3 - Gd(DTPA-bis morfolinoetilamida)
4 - Gd(DTPA-bis metoxietilamida)

5 - Gd(DTPA-bis estearilamida)

450 + m Diametro médio (nm) — 0.30

400 + Alndice de Polidispersdo
- 0.25
350
300 - 0.20
250
- 0.15
200

150 + r 0.10

Diametro médio (nm)
indice de Polidisperséo

100
0.05

0.00

A B c D E

PLA 203 PLA PLA 203 PLA 203 PLA 502H

(r=0.60) 202H (r=0.33) (r=1.00) (r=0.33)
(r=0.60)

Figura 26. Influéncia das condigbes de producdo nas caracteristicas granulométricas de nanoparticulas de PLGA (10
mg/ml) com Gd(DTPA-bismetilamida) (1), Gd(DTPA-bisheptilamida) (2), Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) (3), Gd(DTPA-
bismetoxietilamida) (4) e Gd(DTPA-bisestearilamida) (5), recorrendo as condi¢des de producdo A, PLA 203 (r=0,60); B,
PLA 202H (r=0,60); C, PLA 203 (r=0,33); D, PLA 203 (r=1,00) e E, PLGA 502H (r=0,33). O teor de quelato adicionado &
fase orgéanica foi de 1% (p/p); (n=1-3).

O tipo de PLA parece néo influir significativamente na distribuicdo granulométrica
obtida, pelo que os resultados obtidos com os poli(acido lactico) 203 (r=0,60) (condicédo A) e
202H (condigéo B) foram muito semelhantes. Contudo, foi com o copolimero PLGA que se
obtiveram populagfes de menor diametro médio, o que podera estar relacionado com o seu
menor peso molecular (6000) e com a sua estrutura monomeérica (Gref et al., 1995).

Para além das caracteristicas granulométricas, também as propriedades de superficie
de nanoparticulas coloidais influenciam o seu perfil de biodistribuicdo (Stolnik et al., 1995;
Nakada et al., 1998; Muller e Wallis, 1993; Espuelas et al., 1998).

De entre essas propriedades, sdo a carga e a composi¢ao da superficie do vector que

determinam a sua interacgdo com o meio bioldgico, homeadamente com as proteinas
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plasmaticas e sistema complemento, regulando a sua depuracdo da circulagdo sistémica
(Papisov, 1995) Essa depuracéo, resultante da opsonizacédo e captacdo subsequente por
parte do MPS, é geralmente considerada mais eficaz nos casos de cargas de superficie
negativas relativamente a cargas positivas ou neutras, ndo obstante a obtengcdo de
resultados contraditérios (Stolnik, 1995). As superficies neutras parecem ser as mais
adequadas a obtencdo de semi-vida plasmatica longa (Chouly et al., 1996). Labhasetwar et
al. (1998) demonstraram que a presenca de uma forte carga positiva a superficie de
nanosferas de PLGA aumenta consideravelmente a sua captagéo arterial, potenciando a
cedéncia de fAarmacos para o tratamento da restenose arterial.

No entanto, a prépria composi¢cdo quimica do vector polimérico podera estar na
origem dos resultados dispares obtidos pelos diversos autores. A presenc¢a na superficie do
vector de grupos funcionais nucleéfilos® conduz a activacdo do sistema complemento,
resultando na adsorcdo dos seus componentes a essa superficie, com a consequente
depuracdo da circulacao sistémica (Papisov, 1995) mesmo no caso de superficies muito
hidrofilas (Alléman, 1993).

A carga de superficie das vérias populagfes obtidas so foi avaliada em alguns lotes
(tabela 14). A forte carga negativa observada em todos os lotes analisados € uma
caracteristica comum em sistemas poliméricos nanoparticulares de poliésteres (Berton et al.,
1999). Independentemente do tipo de poliéster utilizado, i.e., PLA ou PLGA, o potencial zeta
obtido foi geralmente muito negativo, o0 que advém principalmente da presenca de grupos
carboxilato terminais nos polimeros (PLA 202H e PLGA 502H), presentes a superficie das
nanoparticulas (Blanco e Alonso, 1997). No caso de nanoparticulas preparadas com PLA
203, em que esses grupos se encontram esterificados?®?, a forte carga negativa podera estar
associada com a presenga de grupos carbonilo das fun¢des éster expostos na superficie do
vector coloidal.

Contudo, a composi¢cdo quimica do polimero poder4d ndo ser o Unico factor
determinante da carga de superficie do vector. A carga de superficie pode também ser
condicionada pela forma como cada quelato estd associado a cada um dos polimeros,
nomeadamente se estiver adsorvido a superficie das nanoparticulas (Barrat, 1999). Neste

contexto, facilmente se entendem as diferencas obtidas com cada um dos quelatos, quando

2L A presenca de grupos amina & superficie do vector conduz & adsorgo do fragmento C4 enquanto que a presenca de
grupos alcool constitui um alvo para o fragmento C3b (Papisov, 1995).

2 A esterificagdo do polimero depende do iniciador da polimerizacéo. A utilizacdo de octanoato de Sn como iniciador
conduz a obtencdo de PLA ou PLGA com grupos alcool terminais esterificados por residuos de acido octandico (Gaspar et
al., 1998).
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encapsulados em polimeros diferentes, bem como quando preparados com o mesmo
polimero e pelo mesma razdo volumétrica entre as fases orgénica e aquosa. Embora a
carga de superficie das nanosferas apenas tenha sido determinada em alguns casos, a
carga negativa generalizada permite antever uma rapida eliminacdo sistémica destes

sistemas quando administrados parenteralmente.

Tabela 14. Influéncia das condi¢Ges de produgdo nas caracteristicas de superficie de nanoparticulas de PLGA (10 mg/ml)
com Gd(DTPA-bhismetilamida), Gd(DTPA-bisheptilamida), Gd(DTPA-bisestearilamida), Gd(DTPA-bismetoxietilamida) e
Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida), recorrendo as condi¢des A, PLA 203 (r=0,60); B, PLA 202H (r=0,60); C, PLA 203 (r=0,33);
D, PLA 203 (r=1,00) e E, PLGA 502H (r=0,33). O teor de quelato adicionado a fase organica foi de 1% (p/p); (n=1).

Quelato de Gd(lI)*

Condicao GdMA, GdHPA, GdSA, GAMPEA, GAMEA,
Potencial Zeta (mV)
A -55,9 -45,8 Nd° -49,5 -54,5
B Nd -54,3 Nd -45,8 Nd
C -36,5 -43,0 Nd -56,5 Nd
D -48,6 21,1 Nd -45,8 Nd
E Nd Nd -18,4 Nd Nd

2GdMA,, Gd(DTPA-bismetilamida); GdHPA,, Gd(DTPA-bisheptilamida); GdSA,, Gd(DTPA-bisestearilamida); GAMPEA,,
Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida); GAMEA,, Gd(DTPA-bismetoxietilamida); bNd, ndo determinado.

Tal como se observa na figura 27, a eficacia dos poliésteres utilizados para
encapsular este tipo de quelatos é varidvel. Essa eficacia dependeu ndo sé do tipo de
polimero e do quelato em causa, como também das varidveis de producgdo utilizadas. A
eficacia de encapsulacdo dos quelatos de cadeia alquilica simples - GAMA,;, GdHPA; e
GdSA; — embora ndo tenha permitido obter os resultados mais satisfatorios, mostrou um
comportamento previsivel.

A producdo de nanoparticulas com PLA e PLGA pelo método de deslocacdo de
solvente € mais adequada a encapsulacdo de moléculas fortemente hidrofobas (Quintanar-
Guerrero et al.,, 1998). Como tal, a crescente hidrofobicidade dos quelatos Gd(DTPA-
bisheptilamida) > e Gd(DTPA-bisestearilamida) * relativamente ao quelato Gd(DTPA-
bismetilamida)®®, resultante do aumento das suas cadeias laterais saturadas, antevia um

aumento concomitante da eficacia de encapsulacao.

2 Quelato de cadeia lateral R, R=-(CH,) sCHs.
2+ Quelato de cadeia lateral R, R=-(CH,):7CHs.
% Quelato de cadeia lateral R, R=-CH.
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Embora a encapsulacdo do derivado estearilamida pela condi¢cdo D (PLA 203, r=1,00)
tenha sido praticamente nula (E.E.=0,02%), os resultados obtidos com a condi¢cédo E (PLGA
502H, r=0,33) foram significativamente superiores aos obtidos com os derivados metil- e
heptilamida (figura 27).

25 O Gd(DTPA-bismetilamida)

W Gd(DTPA-bisheptilamida)
Gd(DTPA-bisestearilamida)

I Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida)
Gd(DTPA-bismetoxietilamida)
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o
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=
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A B C D E
PLA203  PLA 202H PLA PLA 203 PLA
(r=0.60) (r=0.60) 203 (r=1.00) 502H

(r=0.33) (r=0.33

Condicéo de Producéo
Figura 27. Influéncia das condi¢es de producdo na eficacia de encapsulacdo de nanoparticulas de PLGA (10 mg/ml) com
Gd(DTPA-bismetilamida), Gd(DTPA-bisheptilamida), Gd(DTPA-bisestearilamida), Gd(DTPA-bismetoxietilamida) e
Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida), recorrendo as condi¢des de produgdo A, PLA 203 (r=0,60); B, PLA 202H (r=0,60); C, PLA
(Zr?jlgll'zo,SS); D, PLA 203 (r=1,00) e E, PLGA 502H (r=0,33). O teor de quelato adicionado a fase organica foi de 1% (p/p);

Da mesma forma, verificou-se que com a maioria dos métodos de producdo, a
encapsulacéo do derivado heptilamida, mais hidréfébico, foi mais eficaz que a do derivado
metilamida, mais hidrofilico. A encapsulagdo de ambos os quelatos foi mais eficaz com a
condi¢do C (PLA 203; r=0,33) mas os elevados diametros médios obtidos, muito superiores
a 200 nm constituiram um aspecto limitante.

Embora este aumento de hidrofobicidade tenha permitido aumentar a eficacia de
encapsulacao, os melhores resultados obtidos com os derivados heptil- e estearilamida ndo
ultrapassaram 12,5% e 17,3%, respectivamente (figura 27).

A encapsulacdo do quelato Gd(DTPA-bismetoxietilamida), fortemente hidrofilico
(Adzamli et al.,, 1999), ndo demonstrou quaisquer potencialidades com o0s polimeros
utilizados. De facto, independentemente do polimero ou da condigdo de producéo utilizados,
a eficacia de encapsulagéo obtida foi sempre muito reduzida, ascendendo apenas a um
maximo de 3% (condi¢&o E, figura 27).
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Figura 28. Influéncia das condi¢des de producdo no teor de quelato encapsulado em nanoparticulas de PLGA (10 mg/ml)
com Gd(DTPA-bhismetilamida), Gd(DTPA-bisheptilamida), Gd(DTPA-bisestearilamida), Gd(DTPA-bismetoxietilamida) e
Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida), recorrendo as condi¢Ges de produgdo A, PLA 203 (r=0,60); B, PLA 202H (r=0,60); C, PLA
203 (r=0,33); D, PLA 203 (r=1,00) e E, PLGA 502H (r=0,33). O teor de quelato adicionado a fase organica foi de 1% (p/p);
(n=1).

Embora igualmente hidrofilico, o quelato Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) demonstrou
algumas potencialidades ao nivel da sua encapsulacdo com PLA e PLGA (figura 27). A sua
encapsulacdo em nanoparticulas de PLA 203 permitiu obter os melhores resultados face
aos polimeros PLA 202H e PLGA 502H, tendo-se verificado eficacias de encapsulagéo de
23,5% (condicao A), 10,3% (condicéo B) e 16,9% (condicao E), respectivamente. A eficacia
de encapsulacdo do quelato com PLA 203 foi condicionada pela razado volumétrica entre as
fases, tendo-se obtido valores inferiores a 10% com as condi¢bes C (7,7%) e D (8,7%), em
gue esse quociente € mais extremo.

Os teores obtidos na encapsulagdo dos quelatos de cadeia alquilica simples —
Gd(DTPA-bismetilamida), Gd(DTPA-bisheptilamida) e Gd(DTPA-bisestearilamida) — apenas
ascenderam a 0,13% com os dois ultimos, quando encapsulados recorrendo as condigfes C
e E, respectivamente. Os teores obtidos na encapsulacdo dos derivados metil- e
metoxietilamida mantiveram-se sempre inferiores a 0,1%, independentemente da condi¢do
de producdo utilizada. Apenas na encapsulagéo do derivado morfolinico se obtiveram teores
de quelato um pouco mais elevados, ascendendo a 0,17% e 0,24%, quando se recorreram

as condicoes E e A, respectivamente.

96



Capitulo 3

Estes resultados estdo em concordancia com os obtidos por outros autores com a
encapsulacdo de moléculas moderada ou marcadamente hidrofilicas, recorrendo a
polimeros como o PLA e PLGA (Yoo et al., 1999; Govender et al., 1999).

A obtencéo de baixos teores de farmaco em nanosferas preparadas por deslocagéo
de solvente tem sido referido como uma desvantagem deste método de producéo, devida
essencialmente a particdo preferencial da molécula para a fase aquosa durante o processo
de producéo (Niwa et al., 1994).

No intuito de avaliar as possiveis causas de encapsulacdes tdo pouco eficazes,
determinamos os teores de quelato presentes na suspensao de nanoparticulas no final da
producéo (figura 29).

0 GA(DTPA-bismetilamida) Figura ~ 29. Influéncia  das
m Gd(DTPA-bisheptilamida) condicdes de produgdo na
120 - Gd(DTPA-bisestearilamida) percentagem de  quelato
7 Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) recuperado na suspensao final de

0 GA(DTPA-bismetoxietilamida) ”mzr}fnﬁ)art'cmasomde PéﬁéTé}ﬁ
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bisheptilamida), Gd(DTPA-
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bismorfolinoetilamida), recorrendo
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Verificou-se que na generalidade ocorreram perdas significativas de quelato durante o
processo de producéo, diminuindo a quantidade disponivel para encapsulacdo. Tais perdas
poderdo estar associadas a cristalizacdo de quelato durante o método de producgdo
(Bodmeier et al., 1998). Os quelatos estudados ndo sdo solluveis em acetona, 0 solvente
constituinte da fase organica, pelo que Ihe foram adicionados solubilizados em etanol,
etanol/agua ou metanol. Este diferenca de solubilidade podera estar na origem da
precipitacdo do quelato aquando da sua adigdo a fase organica, nomeadamente no caso do
quelato de cadeia metilamida, mais hidrofilico. A precipitagdo de quelato na interface entre

as fases organica e aquosa no momento da sua adi¢do poderd igualmente estar associado
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a recuperacoes tao reduzidas, principalmente no caso do derivado estearilamida, o mais
hidrofébico.

De facto, no processo de encapsulagdo do derivado heptilamida pela condi¢do C,
com a qual se obteve a eficacia de encapsulacdo mais elevada (12,5%), o teor de quelato
recuperado ndo ultrapassou os 69%, o que se traduziu por uma perda de 31% durante o
processo de producdo das nanoparticulas e logo, numa diminuicdo consideravel do teor de
quelato disponivel para encapsulacdo. Essa diminui¢é@o foi ainda maior na encapsulagédo do
derivado estearilamida (condi¢éo E), ascendendo a 74,4%, pelo que apenas 25,6% do teor
de quelato adicionado ficou disponivel para encapsulacdo, resultando numa eficacia de
apenas 17,3%.

Também no processo de encapsulagdo de Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) se
registaram perdas de quelato consideraveis. A sua recuperagao pela condicdo A, com a qual
se obtiveram os melhores resultados de encapsulacdo (23,5%), ndo ultrapassou 74,9%, o
qgue se traduz numa perda de cerca de 25% de quelato durante o processo de producdo.
Essa perda foi de cerca de 46% quando se recorreu a sua encapsulacao pela condigéo E,
restando apenas 53,9% de quelato disponivel para encapsulagdo. No entanto, sdo muito
poucos os trabalhos publicados em que este aspecto é avaliado. Por outro lado, a maioria
dos trabalhos referentes & encapsulagédo de moléculas de hidrofobicidade reduzida incide na
utilizacdo de microsferas (Walter et al., 1999; Mandal, 1998; Johansen et al., 1998; Li et al.,
1999).

Os resultados obtidos, ainda que preliminares, permitiram retirar alguns indicios
relativamente ao tipo de estratégia a seguir para optimizar a encapsulacao destes quelatos.

Com base na triagem efectuada, os polimeros PLA 203 e PLGA 502H parecem ter
potencial para encapsular alguns dos quelatos estudados pelo método de deslocacdo de
solvente, nomeadamente a Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) e a Gd(DTPA-bisestearilamida).

A encapsulacdo do quelato hidrofilico Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) demonstrou a
maior potencialidade, apesar dos teores encapsulados serem em geral muito reduzidos face
ao teor de 1% (p/p) de quelato adicionado (figura 28).

A encapsulacdo de Gd(DTPA-bisestearilamida) em nanosferas de PLGA 502H
indiciou também alguma potencialidade, a ser confirmada por mais estudos. Nesse sentido,
o trabalho prosseguiu incidindo ndo s6 na confirmacédo dos resultados ja obtidos com os dois
guelatos mais promissores, mas principalmente na sua ampliacdo, no intuito de avaliar e

detectar outras condi¢des de producdo passiveis de tornar a encapsulagédo destes quelatos
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em nanosferas de poliésteres, por deslocacdo de solvente, mais eficaz, aspectos ainda nédo

explorados ao nivel da bibliografia publicada.

3.3.2. Ensaios de optimizacédo da eficacia de encapsulacao

Face aos resultados obtidos nos ensaios preliminares, os estudos foram continuados
no sentido de optimizar a encapsulagdo dos quelatos Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida)
[GA(DTPA-MPEA)le Gd(DTPA-bisestearilamida) [Gd(DTPA-SA,)], em detrimento de
Gd(DTPA-bismetilamida) [Gd(DTPA-MAy)le Gd(DTPA-bisheptilamida) [Gd(DTPA-HPA,)],
uma vez que estes dois quelatos apresentaram um menor potencial de encapsulagdo com

os polimeros utilizados.

I. Gd(DTPA-bisestearilamida)

Com o intuito de optimizar o processo de producdo de nanosferas de PLA para que a
encapsulacdo de Gd(DTPA-bisestearilamida) fosse mais eficaz, foi avaliada a influéncia do
aumento de peso molecular do polimero e a diminui¢cdo da razao volumétrica entre as fases

organica e aquosa.

1. Influéncia do aumento do peso molecular do polimero

Como se observa na tabela 15, a utilizacdo de um polimero de maior peso molecular
(90000) permitiu um aumento consideravel da eficacia de encapsulacdo de Gd(DTPA-SA,)
em nanoparticulas de PLA, o que podera estar associado ndo s6 ao aumento concomitante
da viscosidade da fase organica (Blanco e Alonso, 1997) como também a um
endurecimento mais rapido do polimero durante a producéo das nanosferas. Este aspecto
tem sido referido por alguns autores na encapsulacdo de farmacos em microsferas de PLGA
(Nakada et al., 1998).

O facto deste quelato ter caracter anfipatico (Jasanada et al., 1992 e 1996) levanta a
hipétese de formar micelas em meio aquoso nas concentragdes utilizadas durante a
formulacdo. Nesse caso, pressupfe-se uma encapsulacdo tanto mais eficaz quanto mais
rapido for o endurecimento do polimero e a viscosidade da fase organica, impedindo a sua

micelizagdo na fase aquosa durante o processo de encapsulagéo.
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Tabela 15. Caracteristicas de nanoparticulas de PLA 9o (10 mg/ml) com Gd(DTPA-SA;). Resultados obtidos no processo
de optimizacéo das formulagdes obtidas nos ensaios preliminares, em que se avaliou as potencialidades de PLA 203" (10
mg/ml). O teor de quelato adicionado a fase organica foi de 1% (p/p).

Parametros de encapsulacéo Caracteristicas Carga de
granulométricas superficie
Polimero PM E.E. (%) Teor de quelato  Recuperagéo Diametro P2 Pot. Zeta”
(%) (%) médio® (nm) (mV)
PLA203 29600  0,02+0,01° 0,00+0,00° 23,1#15,1° Nd Nd Nd
PLA 90 90000 38,9+38,7° 0,39+0,27° 43,2427,3° 235,8+10,1 0,06+0,01 -24,2+2.4

(a), indice de Polidispers&o, n=10; (b), n=3; (c), n=2; Nd, ndo determinado. Y Raz&o volumétrica entre a fase organica e a fase aquosa de
0,33.

O caracter micelar deste quelato poderd também explicar a carga obtida & superficie
das nanosferas. De facto, os valores de potencial zeta obtidos quer com nanosferas de PLA
vazias (Berton et al., 1999; Quintanar-Guerrero et al., 1998a) quer nos ensaios preliminares
com a encapsulacdo de outros quelatos anteriormente analisados, foram consideravelmente
mais negativos. A menor negatividade das nanosferas com este quelato podera assim estar
associada a sua presenca na superficie do vector, comportando-se como surfactante ndo
i6nico, os quais se sabem poder reduzir a hidrofobicidade da superficie deste tipo de
sistema coloidal (Carstensen et al., 1991; Sagrado et al., 1994). Esta reducdo de
hidrofobicidade foi também verificada com lipossomas revestidos com estearilamina (Barrat,
1999).

A eficacia de encapsulagéo deste quelato em nanoparticulas de PLA 203, cujo peso
molecular médio ascende a 29600, foi praticamente nula, o0 mesmo se verificando com o
teor de quelato encapsulado. Estes resultados poderdo advir ndo sé do baixo peso
molecular do polimero, como também da elevada perda de quelato que se verificou durante
a producdo de nanoparticulas, como se observa pela recuperacdo de apenas 23,1% de
guelato na suspensao final.

A encapsulacdo de Gd(DTPA-SA;) recorrendo a um PLA de elevado peso molecular
(90000) aumentou a recuperagdo de quelato para 43,2%, traduzindo-se numa eficacia de
encapsulacdo de cerca de 40%, embora com elevada variabilidade. Apesar do aumento
significativo destes dois parametros, a perda de quelato manteve-se muito elevada (56,8%),

podendo constituir um impedimento a encapsulacao de teores de quelato mais elevados.
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2. Influéncia da diminuicdo da razdo volumétrica entre as fases orgéanica e
aquosa

Nos ensaios preliminares, a encapsulacdo de Gd(DTPA-SA;) com PLGA 502H
traduziu-se numa eficacia de encapsulacdo média de 17,3%, apesar da elevada perda de
quelato registada (69,5%).

O aumento da razao volumétrica entre as fases organica e aquosa de 0,17 para 0,33
permitiu um ligeiro aumento (ca. 5%) do teor de farmaco recuperado, embora a eficicia de
encapsulacdo tenha diminuido drasticamente para valores quase nulos. Os resultados
observados encontram-se registados na tabela 16. De facto, quanto maior a razéo
volumétrica entre as fases organica e aquosa, mais lenta € a migracdo da acetona para a
fase aquosa, permitindo uma perda maior de quelato para a fase aquosa (Blanco e Alonso,
1997; Niwa et al., 1993; Niwa et al., 1994).

Tabela 16. Caracteristicas de nanoparticulas de PLGA 502H (10 mg/ml) com Gd(DTPA-SA). Resultados obtidos no
processo de optimizacdo das formulages obtidas nos ensaios preliminares, por diminuicdo da razao volumétrica entre as
fases (r), de 0,33 para 0,17. O teor de quelato adicionado a fase organica foi de 1% (p/p).

Parémetros de encapsulacao Caracteristicas granulométricas  Carga de superficie
r (viv) E.E. (%) Teor de quelato  Recuperacéo Diametro I.P2 Pot. Zeta” (mvV)
(%) (%) médio® (nm)
0,33 17,3+7,9" 0,17+0,08" 25,6+15,6" 121,6+3,2°  0,054+0,02° -18,4+2,99"
0,17 0,03+0,01" 0,00+0,00° 30,5+2,6" Nd Nd Nd

(a), indice de Polidispersao, n=8; (b), n=3; Nd, ndo determinado.

Concluindo, os resultados obtidos com a encapsulacdo deste quelato de Gd(lll) em
nanoparticulas de PLA ou PLGA nao permitiram verificar a hiptese de que a presenca de
cadeias laterais hidrofébicas conduziria a uma interaccdo forte com estes polimeros,
possivelmente devido ao caracter anfipatico do quelato, reduzindo a possibilidade de se

estabelecerem interacc¢des hidrofébicas entre o quelato e os polimeros.

II. Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida)

A optimizagdo da encapsulacdo deste quelato incidiu na avaliacdo da influéncia de
varios parametros tecnolégicos de producédo, com o intuito de obter uma formulacdo com

teor de quelato mais elevado, cujas condicbes de produgcdo permitissem obter
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simultaneamente popula¢des de nanosferas unimodais e monodispersas, por deslocagéo de
solvente.

Neste contexto, foram avaliadas dois tipos diferentes de preparacao da fase orgéanica,
diferindo principalmente no estado fisico do polimero aquando da adicdo da solugdo de

quelato e designados por método inicial (3.2.2.1) e método modificado (3.B.II.B).

A. Producéo de nanosferas pelo método inicial

Na preparacdo de nanosferas pelo método inicial estudaram-se a influéncia dos
parametros peso molecular do polimero, tipo de polimero e razdo volumétrica entre as fases

organica e aquosa, na encapsulacao de Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida).

A.1l. Influéncia do peso molecular do polimero
No intuito de avaliar a influéncia do peso molecular do polimero na eficacia de
encapsulacdo deste quelato, recorreu-se a varios polimeros de poli(acido lactico) e

poli(acido lactico-co-glicdlico).

A.1.1. PLGA

Em geral, a utilizacdo de polimeros de maior peso molecular conduz a obtencdo de
fases organicas mais viscosas. Como consequéncia, a dispersdo da fase organica na fase
aquosa externa € mais dificultada, obtendo-se nanosferas de maior dimensdo (Blanco e
Alonso, 1997; Quintanar-Guerrero et al., 1996). No entanto, a encapsulagdo do quelato em
nanosferas de PLGA (50/50) de peso molecular crescente ndo demonstrou influenciar
significativamente as caracteristicas granulométricas deste tipo de sistema polimero-vector,
como tem sido verificado noutros trabalhos (Niwa et al., 1993), embora se tenha verificado
um ligeiro decréscimo com a maior razdo volumétrica, também ja evidenciado por outros
(Witschi e Doelker, 1998).

As populagdes obtidas foram em geral unimodais com didmetros médios entre 98,7
nm e 107,7 nm, como se observa na tabela 17. A obtencdo do maior diametro médio com
PLGA 755 resulta eventualmente ndo sé do seu elevado peso molecular, como também da
sua composicdo monomerica. Enquanto que os restantes PLGA utilizados tém igual teor

(50/50) de lactato e glicolato, este contém 75% de lactato e apenas 25% de glicolato. Como
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tal, a maior proporcao de grupos a-metilo do lactato na sua estrutura podera estar na origem

do aumento de didmetro médio das nanosferas.

Tabela 17. Caracteristicas granulométricas de nanosferas obtidas com PLGA (10 mg/ml) de peso molecular crescente,
pelo método inicial e recorrendo as razées volumétricas 0,17 e 0,25, entre as fases organica e aquosa. A tabela indica os
diametros médios (nm) obtidos e os respectivos indices de polidispersao (sob paréntesis). O teor de quelato adicionado a
fase orgéanica foi de 1% (p/p).

Razéo f. organica/f. aquosa (v/v)

0.17 0.25
Peso molecular Polimero
6000 PLGA 502H 107.5 (0.13) 107.7 (0.08)
32400 PLGA 503H ND 106.1 (0.11)
63000 PLGA 755 122.1 (0.07) ND
50-75000 PLGA50-75 107.3(0.08) 98.7 (0.09)

ND, ndo determinado.

Ao avaliar a influéncia do peso molecular do PLGA na encapsulagdo de Gd(DTPA-
bismorfolinoetilamida) verificou-se que a utilizagcdo de polimeros de peso molecular mais
elevado conduzia a um decréscimo consideravel da eficacia de encapsulacéo (figura 30) e
do teor de quelato encapsulado (figura 31).

25 - B 6000 (PLGA 502H)
Figura 30. Influéncia do peso
molecular de PLGA (10
H 63000 (PLGA 755) mg/ml) na eficacia de
encapsulagao (%) de
Gd(DTPA-
bismorfolinoetilamida) em
nanosferas preparadas pelo
método inicial com razdes
volumétricas entre as fases
organica e aquosa, de 0,17 e
0,25. O teor de quelato
adicionado a fase organica
foi de 1% (p/p).

32400 (PLGA 503H)
20 A
[0050-75000 (PLGA 50-75)
15 4

10 4

Eficacia de Encapsulagéao (%)

0.17 0.25

Razdo fase organical/fase aquosa (v/v)

Conforme se observa nas figuras 30 e 31, esta influéncia é independente da razéo
volumétrica utilizada entre as fases organica e aquosa, sendo a eficacia de encapsulacao do
quelato inferior a 5% com os polimeros PLGA 755 e PLGA 50-75, de pesos moleculares
63600 e 50-7500, respectivamente. No entanto, a preparagédo de nanosferas com o PLGA

502H, de menor peso molecular, recorrendo a razao volumétrica mais elevada permitiu obter
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eficacias de encapsulagéo e teores de quelato mais significativos, ascendendo a cerca de
20% e 0,14%, respectivamente.

O aumento do peso molecular do polimero conduz ao aumento da viscosidade da
fase organica (Wang et al., 1999; Blanco e Alonso, 1997), originando a migragcdo mais lenta
da acetona para a fase aquosa, o que possibilita uma maior fuga de quelato presente na
interface para a fase aquosa (Niwa et al., 1993 e 1994).

No entanto, outros factores poderéo estar envolvidos na encapsulagcéo deste quelato.
Dos quatro PLGA utilizados, os PLGA 502H e 503H sé&o caracterizados pela presenca de
grupos COOH terminais enquanto que os PLGA 755 e 50-75 contém esses grupos
esterificados (COOR). Como tal, para a mesma massa de polimero, a utilizacdo de PLGA
503H conduz a presenga de um menor numero desses grupos anionicos (Zambaux et al.,
1999), os quais podem interagir com 0s grupos amina do quelato, promovendo a sua
encapsulacéo. Esta hipotese € concordante com os resultados obtidos por Blanco e Alonso
(1997) na encapsulagédo de um modelo peptidico (BSA) em nanosferas de PLGA. Por outro
lado, esta hipotese é apoiada pelos resultados obtidos com os PLGA 755 e 50-75 (fig. 31). A
encapsulacdo com estes dois polimeros com grupos COOR terminais foi muito reduzida. De
forma a caracterizar melhor o processo de producgéo e tentando identificar as possiveis
causas para a reduzida taxa de encapsulacdo que se verificou, doseamos o quelato
existente na suspensao final de nanosferas apés a sua producéo.

Embora o aumento do peso molecular dos polimeros PLGA utilizados tenha
diminuido a eficacia de encapsulacéo e o teor de quelato, observados, foi benéfica ao nivel
da recuperacdo de quelato na suspensado final de nanosferas, apesar da variabilidade
observada.

De facto, como se observa na figura 32, sédo os polimeros PLGA 755 (PM 63600) e
PLGA 50-75 (PM 50-75000) que melhor previnem a perda de quelato durante o processo de
producdo de nanosferas recuperando-se, com este ultimo, uma média de 75,4% de
Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida). Estes resultados poderdo estar associados a uma maior
velocidade de deposicdo de polimero devido ao decréscimo da sua solubilidade com o
aumento do peso molecular (Niwa et al., 1993).
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% 6000 (PLGA 502H)
32400 (PLGA 503H

0.18 - ( )

0.16 - W 63000 (PLGA 755)

0050-75000 (PLGA 50-75)

Teor de quelato (%)

0.17 0.25

Razao fase organica/fase aquosa (v/v)

Figura 31. Influéncia do peso
molecular de PLGA (10 mg/ml) no
teor (%) de Gd(DTPA-
bismorfolinoetilamida) encapsulado
em nanosferas preparadas pelo
método  inicial com  razles
volumétricas entre as fases
organica e aquosa, de 0,17 e 0,25.
O teor de quelato adicionado a fase
organica foi de 1% (p/p).

A produgéo de nanosferas de PLGA de elevado peso molecular permitiu desta forma

a existéncia de um teor mais elevado de quelato disponivel durante o processo de

encapsulacdo. No entanto, este facto ndo se traduziu, como se verifica nas figuras 30 e 31,

numa encapsulacdo mais eficaz.

B6000 (PLGA 502H)
32400 (PLGA 503H)

M 63000 (PLGA 755)

050-75000 (PLGA 50-75)

100 T

75+

50 +

25

Recuperagéo de quelato (%)

0.17 0.25

Razao fase orgéanica/fase aquosa (v/v)

Figura 32. Influéncia do peso molecular de
PLGA (10 mg/ml) na recuperacdo (%) de
Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) em nanosferas
preparadas pelo método inicial com razdes
volumétricas entre as fases organica e aquosa,
de 0,17 e 0,25. O teor de quelato adicionado a
fase organica foi de 1% (p/p).

Estes dados apontam assim para uma fraca efichcia destes polimeros para a

encapsulacdo do quelato em causa, uma vez que, apesar da perda de quelato durante o

processo de producdo das nanosferas ter sido relativamente reduzida face aos resultados

obtidos com os polimeros de menor peso molecular e, portanto, se ter obtido o teor mais

elevado de quelato disponivel para ser encapsulado, isso ndo se traduziu na obtencdo de

sistemas coloidais com eficacias de encapsulagéo significativas. Por outro lado, apesar do

teor de quelato recuperado com PLGA 502H e, portanto, disponivel para encapsulacao, nao
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ter ultrapassado, em média, 40%, a eficacia de encapsulacdo correspondente ascendeu a
20,7%, o que indicia algum potencial deste polimero ao nivel da encapsulacdo de Gd(DTPA-
bismorfolinoetilamida).

Estes polimeros, de maior peso molecular, possuem 0s seus grupos carboxilo
terminais esterificados, o que poder4d também constituir um factor importante na
encapsulacdo do quelato, favorecendo uma interaccdo de caracter electrostatico entre
ambos. Neste contexto, os resultados indiciam que, dos vérios PLGA utilizados, a
encapsulacédo sera mais eficaz com aqueles que reunam simultaneamente as caracteristicas
de baixo peso molecular e cujos grupos carboxilo terminais se apresentam livres, o que
parece conduzir a uma maior interacgdo polimero-quelato. Estas interac¢gfes ionicas tém
sido referidas como condicionando uma libertagdo mais lenta do agente encapsulado
(Blanco e Alonso, 1997; Mauduit e Vert, 1993; Witschi e Doelker, 1998).

A.1.2. PLA

Ao contrario dos resultados obtidos com PLGA de diferentes pesos moleculares, as
caracteristicas granulométricas dos sistemas nanoparticulares obtidos por encapsulacao de
Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) com PLA foram condicionadas pelo peso molecular do
polimero. Como se observa na tabela 18, a utilizacdo de PLA de peso molecular crescente
diminuiu o didmetro médio obtido, principalmente quando se recorreu a razao volumétrica
mais elevada (0,25) entre as fases organica e aquosa. Zambaux et al. verificaram uma
ligeira reducédo do diametro médio na encapsulagcédo de albumina sérica humana (Zambaux
et al., 1998) e proteina C (Zambaux et al., 1999) com PLA de peso molecular crescente. No
entanto, este comportamento parece ser também condicionado por essa mesma razao

volumétrica.

Tabela 18. Caracteristicas granulométricas de nanosferas obtidas pelo método inicial com PLA (10 mg/ml) de peso
molecular crescente, recorrendo as razdes volumétricas 0,17 e 0,25, entre as fases orgéanica e aquosa. A tabela indica os
diametros médios (nm) obtidos e os respectivos indices de polidispersao (sob paréntesis). O teor de quelato adicionado a
fase orgéanica foi de 1% (p/p).

Ratio f. orgénica/f. aquosa (v/v)

0.17 0.25
Peso molecular Polimero
11000 PLA 202H 122.3 (0.08) 226.9 (0.15)
29600 PLA 203 186.9 (0.06) 185.5 (0.03)
90000 PLA 90 140.3 (0.08) 142.2 (0.10)
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A encapsulacdo deste quelato em nanosferas de PLA demonstrou um perfil, em
termos gerais, muito semelhante ao registado com PLGA. De facto, como se observa na
figura 33, o recurso a polimeros de poli(acido lactico) de peso molecular crescente traduziu-
se num decréscimo acentuado da eficacia de encapsulacéo. A hidrofobicidade do PLA é
atenuada pelo efeito dos grupos carboxilo terminais. Considerando uma massa constante de
polimero, o nimero destes grupos diminui com o aumento do peso molecular, aumentando
0 seu caracter hidrofébico. No entanto, a sua influéncia na encapsulacao de moléculas
depende do tipo de interaccdes que se possam estabelecer com o polimero. Zambaux et al.
(1999) nédo observou quaisquer alteracdes da eficacia de encapsulacdo de proteina C pelo
aumento do peso molecular do polimero.

Por outro lado, a hidrofilia do polimero poderd ser crucial na encapsulacdo de
moléculas pouco hidréfobas. Recentemente, Li et al. (1999) verificou que a utilizagdo de PLA
mais hidrofilico, por introducdo de dominios etilenoglicol na sua estrutura, conduzia a um

aumento muito elevado da eficacia de encapsulacao de antigénios hidrofilicos.

5 11000 (PLA 202H)

W 29600 (PLA 203)

Figura 33. Influéncia do peso molecular dos
polimeros de poli(acido lactico) (10 mg/ml) na
eficacia de encapsulacdo (%) de Gd(DTPA-
bismorfolinoetilamida) em nanosferas
preparadas pelo método inicial, recorrendo as
razoes volumétricas 0,17 e 0,25, entre as
fases organica e aquosa. O teor de quelato
adicionado a fase organica foi de 1% (p/p).

0190000 (PLA 90)

Eficacia de Encapsulagéo (%)

0.17 0.25

Razéo fase organica/fase aquosa (v/v)

De facto, embora os trés polimeros utilizados fossem caracterizados por pesos
moleculares muito diferentes, esse decréscimo foi mais acentuado com o PLA 203 (PM 29,6
kDa, COOR), diminuindo a eficicia de encapsulacdo média de 10% com PLA 202H (PM 11
kDa, COOH) para 2,3% com esse polimero.

O aumento do peso molecular do PLA para 90000 provocou apenas um ligeiro
decréscimo, pouco significativo. Este comportamento foi independente da razao volumétrica
utilizada, sendo extensivel aos resultados obtidos ao nivel do teor de quelato encapsulado
(figura 34).
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11000 (PLA 202H)
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0190000 (PLA 90)
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Figura 34. Influéncia do peso molecular dos polimeros de poli(acido lactico) (10 mg/ml) no teor (%) de Gd(DTPA-
bismorfolinoetilamida) em nanosferas preparadas pelo método inicial, recorrendo as raz8es volumétricas 0,17 e 0,25, entre
as fases organica e aquosa. O teor de quelato adicionado a fase organica foi de 1% (p/p).

100 « B 11000 (PLA 202H)

029600 (PLA 203)

= 90000 (PLA 90)
0.17 0.25

Recuperagéo de quelato (%)
3

Razdo fase organical/fase aquosa (v/v)

Figura 35. Influéncia do peso molecular dos polimeros de poli(acido lactico) (10 mg/ml) na recuperagéo (%) de Gd(DTPA-
bismorfolinoetilamida) em nanosferas preparadas pelo método inicial, recorrendo as razdes volumétricas 0,17 e 0,25, entre
as fases organica e aquosa. O teor de quelato adicionado a fase orgéanica foi de 1% (p/p).

Contrariamente aos resultados obtidos na recuperacéo de quelato na suspenséo final
de nanoparticulas de PLGA, o aumento do peso molecular do PLA utilizado ndo demonstrou
ter qualquer influéncia a este nivel. A menor hidrofilia do PLA em relacdo ao PLGA pode
condicionar a afinidade quelato-polimero, diminuindo a recuperacdo, o que é corroborado
pela menor eficacia de encapsulagédo do PLA face ao PLGA.

Como se observa na figura 35, independentemente do peso molecular do polimero e

para ambas as razfes volumétricas utilizadas, a perda de quelato durante o processo de
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producdo das nanosferas aproximou-se, em media, de 50%, reduzindo para metade o teor
de quelato disponivel para encapsulacdo. Esta perda de quelato podera estar na base das
reduzidas eficacias de encapsulacao verificadas com os polimeros de poli(acido lactico). No
entanto, o facto da eficacia de encapsulacdo ser significativamente diferente entre o PLA
202H e os PLA 203 e 90 podera também estar relacionada com uma outra caracteristica
destes polimeros. De facto, o PLA 202H apresenta 0s seus grupos carboxilo terminais livres,
enquanto que os PLA 203 e PLA 90 apresentam estes grupos esterificados, o que parece

constituir um aspecto negativo na interac¢do polimero-quelato.

2. Influéncia do tipo de polimero

Com o objectivo de avaliar a eventual influéncia do tipo de polimero na encapsulacao
do quelato, foram comparados os resultados obtidos com trés grupos de polimeros de pesos
moleculares relativamente préximos de entre si, nomeadamente PLA 202H vs. PLGA 502H,
PLA 203 vs. PLGA 503H e PCL vs. PLA 90 vs. PLGA 50-75, no intuito de discriminar, em
cada grupo, qual o tipo de polimero mais eficaz.

A caracterizacdo fisico-quimica obtida ap0s encapsulagdo de Gd(DTPA-
bismorfolinoetilamida) em nanosferas de PCL, PLA e PLGA, demonstra uma influéncia clara
do tipo de polimero utilizado ao nivel da distribuicdo granulométrica e polidispersdo, dos

sistemas resultantes.

Tabela 19. Caracteristicas granulométricas de nanosferas obtidas com diferentes polimeros (10 mg/ml) de PLA, PLGA e
PCL, recorrendo as razdes volumétricas 0,17 e 0,25, entre as fases organica e aquosa e preparadas pelo método inicial. A
tabela indica os diametros médios obtidos (nm) e os respectivos indices de polidispersdo (sob paréntesis). O teor de
guelato adicionado a fase organica foi de 1% (p/p). Nd, ndo determinado.

Ratio f. orgénica/f. aquosa (v/v)

Polimero 0,17 0,25
PLA 202H 122,3+3,6 (0,08) 226,9+1,2 (0,15)
PLGA 502H 107,5+2,3 (0,13) 107,7+2,5 (0,08)
PLA 203 186,9+4,9 (0,06) 185,5+0,1 (0,03)
PLGA 503H Nd 106,1+3,5 (0,11)
PCL 229,4+8,9 (0,13) 255,6+16,8 (0,18)
PLA 90 140,3+3,19 (0,08) 142,2+2,88 (0,10)
PLGA 50-75  107,3%2,14 (0,08) 98,73+9,73 (0,09)
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Como se observa na tabela 19, independentemente da razdo volumétrica utilizada
entre as fases orgéanica e aquosa, a encapsulagdo de Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) em
nanosferas de poli(e-caprolactona) conduziu & obtencdo de popula¢cdes com o didmetro
médio e indice de polidisperséo, mais elevados, relativamente aos valores obtidos com o0s
poliésteres PLA e PLGA. A distribuicdo granulométrica obtida com o recurso a estes
polimeros resultou, invariavelmente, em diametros médios mais elevados para os polimeros
de PLA face aos polimeros de PLGA, devido ao maior teor de grupos a-metilo na estrutura
dos PLA (Witschi e Doelker, 1998).

A encapsulacdo do quelato, independentemente da razdo volumétrica utilizada, foi
mais eficaz com os poli(acido lactico) e poli(acido lactico-co-glicélico) que apresentam
grupos carboxilicos terminais livres (PLA 202H, PLGA 502H e PLGA 503H) face aos
poliésteres em que estes grupos se encontram esterificados (PLA 203, PLA 90 e PLGA 50-
75) (figuras 36-38).
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g HPLGA 502H
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Razéo fase organica/fase aquosa (v/v)

Figura 36. Influéncia do tipo de polimero (10 mg/ml) na eficacia de encapsulagéo (%) de Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida)
em nanosferas de PLA 202H e PLGA 502H preparadas pelo método inicial, recorrendo as razdes volumétricas 0,17 e 0,25
entre as fases organica e aquosa. O teor de quelato adicionado a fase organica foi de 1% (p/p).

De facto, como se observa na figura 36, as eficacias de encapsulacdo mais elevadas
foram obtidas com PLGA 502H e PLA 202H, atingindo valores médios maximos de 20% e
10%, respectivamente, as quais correspondem teores médios de 0,14% e 0,1%. Por outro
lado, a propria estrutura monomérica do polimero parece ter alguma influéncia. O
impedimento estérico provocado pelos grupos a-metilo no PLA 202H podera limitar o
estabelecimento de liga¢des de hidrogénio entre os oxigénios carbonilicos do polimero e os

grupos amina do quelato (Johansen et al., 1999).
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Figura 37. Influéncia do tipo de polimero (10 mg/ml) na eficacia de encapsulagéo (%) de Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida)
em nanosferas de PLA 203 e PLGA 503H preparadas pelo método inicial, recorrendo as razdes volumétricas 0,17 e 0,25
entre as fases organica e aquosa. O teor de quelato adicionado a fase organica foi de 1% (p/p).
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Figura 38. Influéncia do tipo de polimero (10 mg/ml) na eficacia de encapsulagéo (%) de Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida)
em nanosferas de PCL, PLA 90, ou PLGA 50-75 preparadas pelo método inicial, recorrendo as razdes volumétricas 0,17 e
0,25 entre as fases organica e aquosa. O teor de quelato adicionado a fase orgéanica foi de 1% (p/p).
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A encapsulacdo mais eficaz do quelato com estes dois polimeros (PLA 202H, PLGA

502H) podera estar relacionada com a sua maior hidrofilia face aos polimeros PLA 203, PLA
90, PLGA 50-75 e PCL, mais hidrofobos, o que também podera, em parte, explicar os
resultados mais positivos obtidos com o PLGA 502H relativamente ao PLA 202H. Johansen

et al. (1998) verificaram que os polimeros mais hidrofilicos encapsulavam mais eficazmente

o toxodide tetanico em microsferas, independentemente do método de producdo. Estes

resultados sédo concordantes com os obtidos pelos mesmos autores, em que o PLGA (50/50)

com carboxilo terminal conduziu a encapsulacao mais eficaz dos toxdides tetanico e diftérico,

guando comparados com carboxilo esterificado (Johansen et al., 1999).
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Figura 40. Influéncia do tipo de polimero no teor (%) de Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) em nanosferas de PLA 203 e
PLGA 503H preparadas pelo método inicial, recorrendo as razdes volumétricas 0,17 e 0,25, entre as fases organica e
aquosa. O teor de quelato adicionado a fase organica foi de 1% (p/p).
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Figura 41. Influéncia do tipo de polimero no teor (%) de Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) em nanosferas de PCL, PLA 90
ou PLGA 50-75 preparadas pelo método inicial, recorrendo as razfes volumétricas 0,17 e 0,25, entre as fases organica e
aquosa. O teor de quelato adicionado a fase organica foi de 1% (p/p).
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O tipo de polimero parece também condicionar o teor de quelato recuperado apés a
producdo de nanosferas (figura 42-44). A poli(s-caprolactona) foi o polimero que melhor
preveniu a perda de quelato, independentemente da razdo volumétrica utilizada entre as
fases orgéanica e aquosa. O quelato recuperado na suspenséo de nanosferas de PCL variou
entre 60 e 65% (figura 44), valores superiores aos obtidos com PLA e PLGA (figura 42).
Embora a producéo de nanosferas com PLGA 502H tenha conduzido a perdas entre 50% e
60%, foi com este polimero que se obteve a melhor eficicia de encapsulacéo (figura 36) e

teor de quelato (figura 39).
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Figura 42. Influéncia do tipo de polimero (10 mg/ml) na recuperacéo (%) de Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) na suspenséo
final de nanosferas de PLA 202H ou PLGA 502H produzidas pelo método inicial com raz8es volumétricas entre as fases
organica e aquosa de 0,17 e 0,25. O teor de quelato adicionado a fase organica foi de 1% (p/p).
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Figura 43. Influéncia do tipo de polimero (10 mg/ml) na recuperacéo (%) de Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) na suspenséo
final de nanosferas de PLA 203 ou PLGA 503H produzidas pelo método inicial com razdes volumétricas entre as fases
organica e aquosa de 0,17 e 0,25. O teor de quelato adicionado a fase organica foi de 1% (p/p).
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Figura 44. Influéncia do tipo de polimero (10 mg/ml) na recuperacéo (%) de Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) na suspenséo
final de nanosferas de PCL, PLA 90 ou PLGA 50-75 produzidas pelo método inicial com razdes volumétricas entre as fases
organica e aquosa de 0,17 e 0,25. O teor de quelato adicionado a fase organica foi de 1% (p/p).

3. Influéncia da razao volumétrica entre as fases orgéanica e aquosa

A variacdo da razdo volumétrica entre as fases organica e aquosa néo influenciou
significativamente as caracteristicas granulométricas das nanosferas obtidas com os
diferentes polimeros, o que tem sido referido na literatura (Wehrle et al., 1995; Leroux et al.,
1995).

Tabela 20. Caracteristicas granulométricas de nanosferas preparadas pelo método inicial com diferentes polimeros (10
mg/ml) de PLA, PLGA e PCL, recorrendo a razdes volumétricas crescentes entre as fases organica e aquosa. A tabela
indica os didmetros médios obtidos (nm) e os respectivos indices de polidispersdo (sob paréntesis). O teor de quelato
adicionado a fase organica foi de 1% (p/p).

Razdo volumétrica entre as fases organica e aquosa

Polimero 0.17 0.25 0.33 0.60 1.00
Diémetro médio (nm) (I.P.)

PLA 202H 122.3 (0.08) 226.9 (0.15) 119.7 (0.08)

PLA 203 186.9 (0.06) 185.5(0.03) 172.8(0.04) 186.0(0.04) 194.5(0.03)

PLA 90 140.3 (0.08) 142.2 (0.10)

PCL 229.4 (0.13) 255.6 (0.18)

PLGA502H  107.5(0.13) 107.7 (0.08)  112.0 (0.09)

PLGA 503H 107.0 (0.12)  106.1 (0.11)

PLGA50-75 107.3(0.08)  98.7 (0.09)
PLGA755  122.1(0.07)
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Os resultados obtidos (tabela 20) demonstram, em termos gerais, ligeiras variacdes
dos didmetros meédios, com excep¢do do polimero PLA 202H, com o qual se verificou um
aumento significativo deste parametro com o aumento da razdo volumétrica de 0,17 para
0,25. As populagbes obtidas foram, na sua maioria, unimodais e monodispersas, com
excepc¢ao dos polimeros PLGA 503H e PCL.

Também a eficacia de encapsulacdo do quelato parece ndo ser muito influenciada
pela razdo volumétrica entre as fases orgénica e aquosa. Como se observa na figura 45,
apenas com nanosferas de PLGA 502H e PLGA 503H se verificou uma influéncia clara
deste parédmetro quer na eficacia de encapsulacdo quer no teor de quelato encapsulado
(figura 46). O aumento da raz&o volumétrica de 0,25 para 0,33 na producéo de nanosferas
de PLGA 503H conduziu a um decréscimo nitido de ambos. Pelo contrario, o
comportamento do PLGA 502H face ao aumento da razdo volumétrica foi inverso. O
aumento desta razdo de 0,17 para 0,25 permitiu aumentar a eficacia de encapsulacdo média
de 7% para 20%, mantendo-se com o aumento da razéao para 0,33. Este comportamento

depende do bindbmio molécula-polimero (Mandal, 1998).
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Figura 45. Influéncia da razdo volumétrica entre as fases orgénica e aquosa na eficacia de encapsulacdo (%) de
Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) em nanosferas produzidas pelo método inicial com diferentes polimeros (10 mg/ml) de
poli(acido lactico), poli(acido lactico-co-glicélico) e poli(e-caprolactona). O teor de quelato adicionado a fase organica foi de
1% (p/p).
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Figura 46. Influéncia da razao volumétrica entre as fases organica e aquosa no teor (%) de Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida)
encapsulado em nanosferas produzidas pelo método inicial com diferentes polimeros (10 mg/ml) de poli(acido lactico),
poli(acido lactico-co-glicélico) e poli(e-caprolactona). O teor de quelato adicionado a fase orgéanica foi de 1% (p/p).

O teor de quelato recuperado foi, em geral, superior a 40%. Apenas com 0s polimeros
PLGA 502H e PLA 203 se verificaram variagdes significativas deste parametro por influéncia
da razédo volumétrica entre as fases organica e aquosa.

A producado de nanosferas de PLA 203 numa razao volumétrica de 0,33 e de PLGA

502H (0,17) conduziram as menores perdas de quelato, recuperando-se 76,3% e 77,2%,

respectivamente.
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Figura 47. Influéncia da razdo volumétrica entre as fases organica e aquosa na recuperacdo (%) de Gd(DTPA-
bismorfolinoetilamida) na suspenséo final de nanosferas produzidas pelo método inicial com diferentes polimeros (10 mg/ml)

de poli(acido lactico), poli(acido lactico-co-glicdlico) e poli(e-caprolactona). O teor de quelato adicionado a fase organica foi
de 1% (p/p).
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Os resultados obtidos permitiram-nos retirar alguns indicios relativos as estratégias
mais adequadas a encapsulacdo de Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) em nanosferas de
PLGA por deslocacao de solvente. Os poliésteres de baixo peso molecular cujos grupos
carboxilo terminais se encontram livres, nomeadamente o PLGA 502H (PM 6000), parecem
ser os mais adequados. No entanto, a eficacia de encapsulagdo mais elevada né&o
ultrapassou 20%, verificando-se simultaneamente a perda elevada de quelato, o que limita a
eficacia do processo.

A encapsulacdo deste quelato parece depender ndo sé das condigbes de produgéo
mas principalmente das interacgbes moleculares com o polimero. Neste contexto, as
ligacBes de hidrogeénio e interac¢fes polares poderdo ter um papel crucial na encapsulagéo
deste quelato em PLGA, como tem sido defendido por outros autores (Johansen et al., 1998

e 1999) na encapsulagéo de peptideos e proteinas.

B. Producédo de nanosferas pelo método inicial modificado

Com o objectivo de optimizar a encapsulacdo de Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida)
tornando o processo mais eficaz e com menores perdas de quelato, a producédo de
nanosferas por deslocacdo de solvente foi efectuada alterando o modo de preparacdo da
fase orgéanica. Por este meétodo, designado de método inicial modificado, a solugcdo de
guelato foi adicionada ao polimero no estado seco contrariamente a sua adi¢cdo ao polimero
em solucdo organica, conforme efectuado pelo método inicial. Esta alteracdo visou
promover um contacto melhor entre o quelato e o polimero, diminuindo a quantidade de
quelato perdida, eventualmente por precipitacdo na fase acetonica.

A optimizacao do processo recorrendo ao método inicial modificado incidiu no estudo
da i) razdo volumétrica entre as fases organica e aquosa, ii) concentracdo de polimero na
fase orgénica, iii) na utilizagdo simultanea de dois polimeros de peso molecular dispar e iv)

na adi¢do do lipido DOTAP a fase orgéanica.

1. Influéncia da razdo volumétrica entre as fases organica e aquosa

Como se observa na tabela 21, a distribuicdo granulométrica ndo parece ser

influenciada pelo método de preparacdo da fase organica nem pela variagdo da razéo
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volumétrica entre as fases organica e aquosa. No entanto, o teor de quelato encapsulado foi
mais eficaz pelo método inicial modificado, o que € confirmado pelo facto de que,
independentemente da raz&do volumétrica utilizada, o método inicial modificado ter

conduzido sempre a obtencéo de eficacias de encapsulacdo mais elevadas (figura 48).

Tabela 20. Caracteristicas granulométricas e teor de quelato encapsulado (%) em nanosferas preparadas pelos métodos
inicial e inicial modificado com PLGA 502H (10 mg/ml) recorrendo a razdes volumétricas crescentes entre as fases
organica e aquosa. A tabela indica os didmetros médios obtidos (nm) e os respectivos indices de polidispersdo (sob
paréntesis). O teor de quelato adicionado a fase organica foi de 1% (p/p).

Método inicial Método inicial modificado
Razéo f. Diametro médio Teor de quelato Diametro médio  Teor de quelato
organica/f. aquosa (nm)/IP (%) (nm)/1P (%)
(V/v)
0,17 107,5 (0,13) 0,09 109,2 (0,1) 0,363
0,25 107,7 (0,08) 0,14 111,1 (0,07) 0,216
0,33 112 (0,09) 0,14 109,7 (0,08) 0,273

Com o meétodo inicial modificado conseguiu-se uma eficacia de encapsulagdo maxima
de 36,3%, enquanto que com o método inicial s6 se conseguiu encapsular 20,7% de quelato.
Este resultado leva-nos a colocar a hipdtese de que a preparacdo da fase organica pelo
meétodo inicial modificado permite um contacto melhor entre o polimero e o farmaco,
promovendo uma maior interacgdo entre ambos. Embora esta hipotese ndo tenha sido
subsequentemente explorada, o facto desta modificacdo conduzir inevitavelmente a
presenca de uma concentracdo de quelato muito mais elevada na solucdo polimérica,
podera estar na origem desta melhoria de resultados. Uma vez que ambos os métodos de
encapsulacdo foram efectuados sensivelmente a mesma temperatura ambiente, a
probabilidade de ocorrerem interac¢cdes moleculares entre ambos € fungdo directa das
concentracdes presentes (Martin, 1993).

Ao contrario do método inicial, a eficacia de encapsulacdo com o método inicial
modificado é também mais eficaz recorrendo & menor razéo volumétrica (0,17), com a qual
se obteve o resultado mais elevado (36,3%), apesar da perda de aproximadamente 55% de
quelato durante o processo de encapsulacéo (figura 49). O resultado obtido com esta razéo
indicia claramente o potencial deste polimero na encapsulacdo do quelato, uma vez que
embora sendo a razdo volumétrica com a qual se verificou uma maior perda de quelato é

também aquela com a qual se obteve a maior eficacia de encapsulacao.
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PLGA 502H (PM 6000)
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Figura 48. Influéncia da razdo volumétrica entre as fases orgénica e aquosa na eficacia de encapsulacdo (%) de
Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) em nanosferas de poli(acido lactico-co-glicélico) 502H (PM 6000), preparadas pelo método
de deslocacdo de solvente com ou sem alteracdo do método de adigdo dos componentes que constituiram a fase orgéanica.

A solugédo etandlica de quelato foi adicionada a solugéo acetonica de polimero (método inicial) ou ao polimero no estado
seco (método inicial modificado).

Em ambos os métodos verificou-se um acréscimo da recuperacdo de quelato com o
aumento da razdo volumétrica entre as fases organica e aquosa. No entanto, quando se
recorreu a razéo de 0,17 verificou-se uma recuperacdo de quelato muito mais eficaz com o
método inicial modificado (44,6%) face ao método inicial (22,8%). Esta diferenca diminuiu
progressivamente com o aumento da razdo volumétrica, igualando-se praticamente com a
razdo volumétrica 0,33, sendo de 58,3% com o método inicial e 56,8% com o método inicial
modificado.
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Figura 49. Influéncia da razdo volumétrica entre as fases organica e aquosa na recuperacdo (%) de Gd(DTPA-
bismorfolinoetilamida) em nanosferas de poli(acido lactico-co-glicélico) 502H (PM 6000), preparadas pelo método de
deslocacéo de solvente com ou sem alteragcdo do método de adicdo dos componentes que constituiram a fase organica. A
solugédo etandlica de quelato foi adicionada a solugédo aceténica de polimero (método inicial) ou ao polimero no estado seco
(método inicial modificado).
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2. Influéncia da concentracéo de polimero na fase organica

O aumento da concentracdo de PLGA 502H na fase organica de 10 mg/ml para 15
mg/ml resultou na diminuigdo da eficicia de encapsulagcdo média de quelato de 36,3% para
20,9%, o que podera resultar do aumento da viscosidade dessa fase (figura 50). Este
aumento de viscosidade podera diminuir a liberdade conformacional das cadeias poliméricas,
limitando a interac¢é@o quelato-polimero.

O aumento de viscosidade poderd também estar na origem do aumento de didmetro
médio observado nas popula¢des obtidas com maior concentragdo de polimero (tabela 22)
(Bodmeier et al., 1998; Leroux et al., 1995).
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Figura 50. Influéncia da concentracdo de polimero na fase organica na eficacia de encapsulacdo (%) de Gd(DTPA-
bismorfolinoetilamida) em nanosferas de poli(acido lactico-co-glicdlico) 502H (PM 6000), preparadas pelo método de
deslocacéo de solvente com ou sem alteracdo do método de adigdo dos componentes que constituiram a fase orgénica. A

solugéo etandlica de quelato foi adicionada a solugédo aceténica de polimero (método inicial) ou ao polimero no estado seco
(método inicial modificado).

Tabela 22. Caracteristicas granulométricas e teor de quelato encapsulado (%) em nanosferas preparadas pelos métodos
inicial e inicial modificado com 10 mg/ml e 15 mg/ml de PLGA 502H recorrendo a uma razéo volumétrica de 0,17 entre as
fases orgéanica e aquosa. A tabela indica os didmetros médios obtidos (nm) e os respectivos indices de polidispersédo (sob
paréntesis). O teor de quelato adicionado a fase organica foi de 1% (p/p).

Método inicial Método inicial modificado

Concentracéo de Didmetro médio  Teor de quelato ~ Diametro médio  Teor de quelato

PLGA 502H (mg/ml) (nm)/IP (%) (nm)/IP (%)
10 107,5 (0,13) 0,09 109,2 (0,1) 0,363
15 Nd Nd 131,9 (0,09) 0,209

120



Capitulo 3

Verificou-se que a produgédo de nanosferas com 10 mg/ml de PLGA 502H conduz a
uma encapsulacao consideravelmente mais eficaz de quelato (figura 50).

Embora com esta concentracdo de polimero, o método inicial modificado tenha
permitido uma maior recuperacdo de quelato (44,6%) com menor variabilidade face ao
método inicial (22,8%), o aumento da concentracdo para 15 mg/ml ndo conduziu a

quaisquer variacoes significativas, tendo-se recuperado 42,6% de quelato (figura 51).
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Figura 51. Influéncia da razdo volumétrica entre as fases organica e aquosa na recuperacdo (%) de Gd(DTPA-
bismorfolinoetilamida) em nanosferas de poli(acido lactico-co-glicélico) 502H (PM 6000), preparadas pelo método de
deslocacéo de solvente com ou sem alteracdo do método de adigdo dos componentes que constituiram a fase orgénica. A
solugéo etandlica de quelato foi adicionada a solugéo aceténica de polimero (método inicial) ou ao polimero no estado seco
(método inicial modificado).

3. Influéncia da utilizag@o conjunta de polimeros de peso molecular dispar

A utilizacdo conjunta de dois polimeros de peso molecular muito diferente
condicionou diferencialmente a eficacia de encapsulagdo do quelato em nanosferas de
PLGA. Como se observa na figura 52, a utlizagdo conjunta de PLGA de baixo peso
molecular (PM 6000) e PLGA de elevado peso molecular (PM 63600 ou PM 50-75000)
aumentou significativamente o teor de quelato recuperado na suspensao final de nanosferas.
Pensa-se que este aumento de recuperacdo é conseguido devido ao efeito sinérgico dos
dois polimeros, aumentando a velocidade de precipitacdo dos polimeros, diminuindo assim
0 contacto do quelato com a fase aquosa externa, na qual precipita.

A produgédo de nanosferas de PLGA 502H (PM 6000) conduziu a uma perda elevada
de quelato, recuperando-se apenas 44,6%. A utilizagdo simultdnea de PLGA 50-75 (PM 50-
75000) diminuiu significativamente a perda de quelato, recuperando-se, em média, 79,5%

do quelato adicionado.
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Figura 52. Influéncia da utilizagéo conjunta de dois poli(acido lactico-co-glicélico) de peso molecular dispar na recuperagéo
(%) de Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) na suspenséo final de nanosferas de poli(acido lactico-co-glicdlico) 502H (PM

6000), preparadas pelo método de deslocagdo de solvente com alteragdo do método de adicdo dos componentes que

constituiram a fase orgénica. A solu¢do etandlica de quelato foi adicionada ao polimero no estado seco (método inicial
modificado).

Embora a utilizagdo conjunta destes dois polimeros tenha resultado num efeito
positivo ao aumentar o teor de quelato disponivel para encapsulagéo, tal ndo se traduziu
num aumento da sua eficacia. Como se observa na figura 53, enquanto que com PLGA
502H (PM 6000) isolado se conseguiu encapsular 36,3% do quelato adicionado, a utilizagéo
simultdnea de PLGA 50-75 (PM 50-75000) diminuiu essa eficicia para 24,1%. Considerando
que o factor dominante na encapsulagcédo deste quelato em nanosferas de PLGA sé&o as
interaccdes moleculares que se desenvolvem entre 0s grupos amina terciarios do anel
morfolinico e o anido carboxilato do polimero, a substituicAo de metade da quantidade de
PLGA 502H por um polimero com grupos terminais esterificados conduziria logicamente aos
resultados aqui apresentados, sobrepondo-se ao factor geralmente considerado dominante,
a velocidade de precipitacdo do polimero (Niwa et al., 1994). A larga distribuicdo de pesos

moleculares do PLGA 50-75 também podera ter contribuido neste sentido.
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Figura 53. Influéncia da utilizagao conjunta de dois poli(acido lactico-co-glicélico) de peso molecular dispar na eficacia de
encapsulagdo (%) de Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) em nanosferas de poli(acido lactico-co-glicélico) 502H (PM 6000),
preparadas pelo método de deslocagdo de solvente com alteracdo do método de adigdo dos componentes que
constituiram a fase organica. A solugdo etandlica de quelato foi adicionada ao polimero no estado seco (método inicial
modificado).

No entanto, este comportamento parece estar dependente ndo sé do peso molecular
do polimero suplementar como também de outras caracteristicas. De facto, a utilizagéo
conjunta de PLGA 502H (PM 6000) com PLGA 755 (PM 63600) permitiu produzir
nanosferas com Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) sem quaisquer perdas de quelato, pelo
que todo o teor adicionado esteve disponivel durante o processo de encapsulacgéo,
resultando num aumento da eficacia para 45,1%, cerca de 9% superior a obtida com o
PLGA 502H isolado (36,3%). Os teores de quelato encapsulado estdo indicados na tabela
23.

Tabela 23. Caracteristicas granulométricas e teor de quelato encapsulado (%) em nanosferas preparadas pelo método
inicial modificado com PLGA 502H (PM 6000) isolado ou associado (1:1, p/p) a PLGA 755 (PM 63600) ou PLGA 50-75 (PM
50-75000) recorrendo a razdo volumétrica de 0,17 entre as fases organica e aquosa. A concentragdo de polimero(s)
utilizada foi de 10 mg/ml. A tabela indica os diametros médios obtidos (nm) e os respectivos indices de polidispersao (sob
paréntesis). O teor de quelato adicionado a fase organica foi de 1% (p/p).

Peso molecular Diametro médio (nm)/IP Teor de quelato (%)
6000 (PLGA 502H) 109,2 (0,1) 0,363
6000 (PLGA 502H) + 63600 (PLGA 755) 129 (0,1) 0,451
6000 (PLGA 502H) + 50-75000 (PLGA 50-75) 130 (0,08) 0,241

A observacédo desta tabela permite-nos ainda verificar que a utilizagdo simultanea de
PLGA 502H com qualquer um dos dois polimeros de elevado peso molecular resultou no
aumento do didmetro médio das nanosferas, dado o aumento de viscosidade da fase

orgéanica. O indice de polidispersdo néo sofreu alteracdes significativas.
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4. Influéncia da adi¢do do lipido DOTAP a fase organica

Tém sido vérias as estratégias utilizadas para alcancar uma encapsulagédo
significativa de moléculas hidréfilas em nanosferas de PLGA. O aumento da hidrofobicidade
da molécula tem sido explorada com o objectivo de alterar a sua particdo para a fase
organica. A complexacdo de radio(lll) com hidroxipropil-B-ciclodextrina (Sinisterra et al.,
1999), a neutralizagdo da carga com aditivos de carga contraria (Nakada et al., 1996) e a
modificacdo do pH da fase aquosa (Paul et al., 1997; Allémann et al., 1993a) constituem
alguns exemplos.

A formacao de pares idnicos tem sido pouco explorada. Evidéncias experimentais tém
sugerido que a formacdo de pares i6nicos aumenta efectivamente a lipofilicidade de
moléculas carregadas, quer in vitro, quer in vivo (Quintanar-Guerrero et al., 1997a). O
conceito tem sido aplicado a peptideos de modo a obter farmacos mais lipofélicos que sé@o
estabilizados por interaccdes electrostaticas (Falk et al., 1997; Niwa et al., 1994).

A adigéo do lipido policationico DOTAP ao polimero seco (método inicial modificado)
ndo favoreceu a encapsulacao de quelato, provocando um ligeiro decréscimo da eficacia de
encapsulacao de 36,3% para 28,5%, conforme se observa na figura 54, o que se traduziu
por uma diminuicdo do teor de quelato encapsulado de 0,363% para 0,285% (tabela XXIII).
A adicdo deste composto a fase organica pretendia avaliar a possibilidade de formacéo de
um par iénico entre as suas cargas positivas e a carga negativa terminal do PLGA 502H,
aumentando a hidrofobicidade deste. No entanto, a razdo DOTAP/farmaco/polimero nao foi

avaliada, tendo sido apenas utilizada uma combinacéo.

45 — PLGA 502H (PM 6000)
Ron=0,17

W Método inicial modificado
0O Método inicial

30 +

15 +

Eficacia de Encapsulagéo (%)

com 1% DOTAP sem DOTAP

Figura 54. Influéncia da adigdo de 1% (p/p) de DOTAP, um lipido policatiénico, a fase organica (método inicial modificado)
na efichcia de encapsulagdo (%) de Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) na suspensdo final de nanosferas de poli(acido
lactico-co-glicélico) 502H (10 mg/ml), preparadas pelo método inicial modificado, em que a solucao etandlica de quelato foi
adicionada ao polimero no estado seco. No método inicial, a solu¢gdo de quelato foi adicionada a solugédo organica de
polimero. As nanosferas foram preparadas com uma razdo volumétrica de 0,17 entre as fases orgénica e aquosa.
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Esta adicdo, embora ndo tenha aumentado a polidispersdo das populagbes de
nanosferas obtidas, aumentou significativamente o seu diametro médio (tabela 24).

Tabela 24. Influéncia da adigdo de 1% (p/p) de DOTAP a fase organica (método inicial modificado) nas caracteristicas
granulométricas e no teor de quelato encapsulado (%) em nanosferas preparadas pelos métodos inicial e inicial modificado
com PLGA 502H (10 mg/ml) recorrendo a razdo volumétrica de 0,17 entre as fases organica e aquosa. A tabela indica os
diametros médios obtidos (nm) e os respectivos indices de polidispersao (sob paréntesis). O teor de quelato adicionado a
fase orgéanica foi de 1% (p/p). Nd, ndo determinado.

Método inicial Método inicial modificado

Diametro médio Teor de quelato Diametro médio  Teor de quelato

(nm)/1P (%) (nm)/IP (%)
1% (p/p) DOTAP Nd Nd 153,2 (0,1) 0,285
Sem DOTAP 107,5 (0,13) 0,09 109,2 (0,1) 0,363

No entanto, esta adicdo parece ser benéfica no processo de encapsulacao do quelato,
ao prevenir a sua perda durante a deslocacao de solvente. A presenca de DOTAP permitiu
aumentar o teor de quelato recuperado de 44,6% para 54,2%. Este parametro nao foi
avaliado nas formulagbes preparadas pelo método inicial, impossibilitando outras
interpretacdes. Por outro lado, embora a utilizacdo de DOTAP néo tenha resultado numa
encapsulacdo mais eficaz deste quelato, a sua funcéo teria que ser avaliada por estudos
mais extensos e optimizados.

80 T [ Método inicial modificado

o]

40 +

W Método inicial

Recuperacéo de quelato (%)

com 1% DOTAP sem DOTAP

Figura 55. Influéncia da adi¢éo de 1% (p/p) de DOTAP, um lipido policatiénico, a fase orgéanica (método inicial modificado)
na recuperacéo (%) de Gd(DTPA-bismorfolinoetilamida) na suspenséo final de nanosferas de poli(acido lactico-co-glicélico)
502H (10 mg/ml), preparadas pelo método de deslocacéo de solvente em que a solucéo etandlica de quelato foi adicionada
ao polimero no estado seco (método inicial modificado). No método inicial a solugao de quelato foi adicionada a solugéo
organica de polimero. As nanosferas foram preparadas com uma razéo volumétrica de 0,17 entre as fases organica e
aquosa.
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Concluindo, a encapsulacdo de Gd-DTPA-bismorfolinoetilamida em nanoparticulas
de poliésteres € beneficiada pela presenca de polimeros de baixo peso molecular com
grupos carboxilo terminais livres em associacdo com polimeros de elevado peso molecular.
Esta associagdo permitiu obter formulacdes com teores de Gd(lll) razoaveis, eliminando
simultaneamente as elevadas perdas de quelato registadas com outras formulagbes de
poliésteres. Com base nos resultados obtidos, foi seleccionada uma formulacdo para
andlise relaxométrica (Capitulo 4), permitindo avaliar o seu potencial como meio de

contraste em IRM.
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Capitulo 4

4.1. Introducéo

O desenvolvimento de meios de contraste simultanemente mais eficazes, menos
toxicos, biocompativeis e passiveis de aprovagdo para uso clinico pelas entidades
reguladoras é um objectivo de extrema importancia em Imageologia por Ressonancia
Magnética (IRM) (Tilcock, 1999; Caravan et al., 1999). Nos ultimos anos foram publicados
varios trabalhos nesta area, baseados em quelatos de Gd(lll) (Sherry et al., 1988; Caravan et
al., 1999), nitréxidos (Winalski et al., 2002), quelatos de disprésio (Fossheim et al., 1999),
Gd(lll) associado a perfluorcarbonatos (Anderson et al., 2000), de entre outros.

As estratégias mais utilizadas com quelatos de Gd(lll) incluem nanoparticulas nao
poliméricas (Morel et al., 1998; Glggard et al., 2003), nanoparticulas vectorizadas (Anderson
et al., 2000), lipossomas convencionais (Schwendener et al., 1989; Glggard et al., 2002;
Fossheim, Fahlvik et al., 1999), lipossomas sensiveis ao pH (Lgkling et al., 2001),
macromoléculas de sintese (Elst et al., 2003), proteinas (Sherry et al,. 1988; Aime, Frullano
et al., 2002) e microparticulas de amido (Fossheim et al., 1999).

A sua importancia advém do facto deste tipo de sistemas, tais como nanoparticulas
poliméricas e lipossomas, serem nédo s6 passiveis de vectorizagcdo para tecidos especificos
ou para determinadas populacdes celulares, como também potenciais amplificadores da
relaxividade do quelato encapsulado (Aime, Cabella et al.,, 2002). Esta dualidade é
extremamente importante para o desenvolvimento de novos meios de contraste com efeitos
secundarios reduzidos e caracteristicas imageoldgicas superiores aqueles utilizados
actualmente na pratica clinica (Shellock e Kanal., 1999).

Em IRM o efeito do meio de contraste ndo € observado directamente, contrariamente
ao que acontece noutras modalidades de imagiologia médica. Neste caso, € o efeito que o
meio de contraste exerce na relaxagédo dos protdes de moléculas de agua circundantes que
€ observado. Este efeito € denominado por relaxividade e indicia a eficacia do meio de
contraste como potencial agente em IRM. A relaxividade é geralmente medida in vitro
utilizando forgcas de campo magnético pertinentes em IRM clinico, i.e., 10-100 MHz e
representa o aumento de relaxacdo dos protdes da agua produzida por 1 mM de quelato
paramagnético.

Neste capitulo estdo sumariados os resultados preliminares obtidos in vitro referentes a

relaxividade de duas das formulag6es desenvolvidas com Gd-DTPA-bismorfolinoetilamida.
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4.2. Material e Métodos

4.2.1. Material

As suspensdes aquosas de nanosferas foram preparadas conforme descrito no
Capitulo Il. Foram avaliadas duas formulacbes de nanosferas com Gd-DTPA-
bismorfolinoetilamida, nomeadamente de PLGA 502H (0.17 v/v) e [PLGA 502H+PLGA 755

(0.17 v/v)]. A 4gua utilizada era de grau ultrapuro (Elgastat).

4.2.2. Métodos
Os tempos de relaxagéo longitudinal (T1) foram obtidos a 20°C por decaimento livre
induzido (FID) utilizando o espectrémetro de RMN MS4 (JoZef Stefan Institute, Lujubljana,
Eslovénia). A forca de campo magnético utilizada foi de 0.21T, correspondendo a uma
frequéncia de Larmor protonica de 9 MHz.

As suspensfes aquosas de nanosferas foram utilizadas apoOs preparacdo sem
separacao do quelato livre, o que permitiu obter Ryqs. O quelato livre foi separado do quelato
encapsulado por ultracentrifugagéo (146000xg/4°C/1h). O sobrenadante obtido foi filtrado
(0.22 ym) para remover eventuais residuos de nanosferas. As fracgBes de quelato livre f(L)
e encapsulado f(e) foram obtidas por doseamento® do teor de GdL presente na suspensao
total de nanosferas (Gd(T)) e nas aguas de lavagem (Gd(L)), sendo que f(e)=1-f(L) e
f(L)=[Gd(L))/[Gd(T)].

A velocidade de relaxagéo longitudinal do quelato encapsulado (R1(e)) foi obtida por
subtraccdo da velocidade de relaxagdo do quelato livre (R1(L)) a velocidade de relaxagéo

observada com a suspenséo de nanosferas (R1.s), de acordo com a relagéo:

Rloss = R1(e) X f(e) + R1(L) xf(L)

A relaxividade do quelato encapsulado rl(e) foi obtida através da relacdo R1(e)=GdL(e)
xrl(e).

% O doseamento de Gd(l11) foi efectuado por Espectroscopia de Absorgdo Atémica conforme descrito no Capitulo 11
(seccdo 2.2.3.C1).
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4.3. Resultados e Discussao

Encontram-se publicados diversos estudos de relaxividade dos quelatos de Gd(lll)
baseados no DTPA (Geraldes et al., 1995; Adzamli et al., 1999; Bligh et al., 1995), através
dos quais se tém definido certas tendéncias. A relaxividade deste tipo de quelatos na
presenca de campos magnéticos elevados (10-50 MHz) € principalmente controlada pelo
tempo de correlacdo rotacional 1g, 0 qual é directamente proporcional ao volume molecular,
tendo uma contribuigéo de cerca de 50% do mecanismo da esfera externa. Perante campos
magnéticos baixos a relaxividade é significativamente controlada por ts, cujo valor depende
da simetria em torno do i&o metalico e da natureza quimica do grupo de coordenacgéo
(Sherry et al., 1989; Caravan et al.,, 1999). No caso dos derivados bisamidicos e
especificamente do Gd-DTPA-bismorfolinoetilamida, com forcas de campo magnético
inferiores a 10 MHz e a 37°C, os valores de relaxividade do quelato livre ndo diferem dos do
protétipo Gd-DTPA (fig. 56).

00000 Gd(DTPA—MA, +++ Gd DTFA—EHEA;;
xxxxx GA(DTPA—PA, esse e GA(DTPA—MPEA;
£ANA Gd(DTPA=B Gd DTPA%
Adbba Gd DTPA—HPA;} -eoo== GA(TTHA
COCLL) Gd{DTPA- MEA;
8
:J * A t A a & T °
Figura 56. Perfis de relaxividade em campo variavel para varios Gd- R + o+ o+ A SRAE
-

DTPA-hisamidas a 37°C comparados com os de Gd-DTPA e Gd-TTHA.
O quelato Gd-DTPA-bismorfolinoetilamida estd representado por
Gd(DTPA-MPEA,). Adaptado de Geraldes et al., 1995.
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Na presenca de campos magnéticos baixos, a contribuicdo paramagnética do quelato
para a relaxacdo protonica € limitada simultaneamente pela rapida relaxacao electronica e
pela troca lenta da molécula de dgua presente na esfera de coordenacéo interna do quelato
(Geraldes et al., 1995). Quando submetido a uma forga de campo de 10 MHz e a 37°C, o
quelato apresenta uma relaxividade de 5.2 s*mM™, a qual decresce com o aumento da forca
de campo.

A estratégia usual para melhorar a relaxividade dos quelatos de Gd(lll) perante forgas
de campo usuais em IRM (10 a 100 MHz) consiste em aumentar a contribuicdo da esfera

interna. Este objectivo é geralmente alcangcado pela associagdo do quelato a um vector
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macromolecular ou particular, resultando num alongamento de Tg. Perante forgcas de campo
inferiores a 1 MHz, Ts € muito menor que Tg. A medida que a forca do campo aumenta, Ts
aumenta embora se mantenha inferior a Tr. Como consequéncia, T. e, logo r;, aumentam
com o aumento da forca do campo. Assim, r; continuara a aumentar até que Ts Seja superior

a Tr. Este ira entdo modular T.. O resultado tipico € um pico em r; que ocorre com forgas de
campo moderadas cuja amplitude, comparativamente ao baixo valor de campo, depende de

Tk (fig. 57).

ry imM'a’)
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Figura 57. Relaxividades da esfera interna simuladas para 1r=1 ns (esquerda) e 1r=0.1 ns (direita). Adaptado de
Caravan et al., 1999.

O aumento de tr pode ser alcancado através da reducdo do movimento molecular do
quelato (Caravan et al., 1999). Este desaceleramento pode ser conseguido através da
formacdo de conjugados covalentes ou ndo covalentes entre o quelato paramagnético e
vectores de movimento lento, tais como proteinas (Aime et al., 1997; Aime et al., 2002),
polissacaridos (Helbich et al., 2000), dendrimeros (Winalski et al., 2002), lipossomas
(Glggard et al., 2002; Legkling et al., 2001), ciclodextrinas (Aime et al., 2002), particulas de
colesterol (Glggard et al., 2003), nanoparticulas de lipidos sélidos (Morel et al., 1998), de
entre outros.

No caso de meios de contraste nanoparticulares com Gd(lll), o aumento da relaxagéo
pode ser descrito pela soma das contribuicdes da esfera interna (R;™), esfera externa (R;"),
esfera secundaria (R:%°) e contribuicdo diamagnética da matriz polimérica (R:"), de acordo

com a equacao [4-1]:

R]t:')bs = RlEI + R]_EE + RlES + R]_M [4_1]
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em que R,° representa o valor da velocidade de relaxacdo Ti (s*) medido
experimentalmente (Glggard et al., 2002). Quando uma ou mais moléculas de Agua se
encontram coordenadas como o ido Gd(lll), como no caso do quelato Gd-DTPA-
bismorfolinoetilamida (g=1), o factor mais significativo para a velocidade de relaxacdo é

originado pela contribuicdo da esfera interna (equacéo [4-2]):

RlEI = q XC X 1
556 T, +1,,

[4-2]

sendo g, ou numero de hidratacdo, o nimero de moléculas de agua coordenadas com
a esfera interna, C a concentragdo molar de Gd(lll) presente, T;y 0 tempo de relaxagéo
longitudinal dos protées das moléculas de agua presentes na esfera interna, e Ty 0 tempo
de residéncia dos protdes na esfera interna. Conforme demonstrado pela equacéo [4-2], o
tempo de residéncia da(s) molécula(s) de agua na esfera interna tem de ser muito reduzido
para que esta possa produzir um aumento da velocidade de relaxagdo (1/Tim) das
moléculas de 4gua do meio circundante, i.e., a velocidade de troca de moléculas de agua
tem que ser rapida o suficiente para que ty<<Tiv (Caravan et al., 1999).
A velocidade de relaxacdo da molécula de agua da esfera interna pode ser calculada
através da teoria de Solomon-Bloembergen-Morgan, simplisticamente traduzida pela

seguinte equacao (Caravan et al., 1999):

ey, 1T
2 2
1+wI%|TCl 1+wSZTCZ

1
—0 [4-3]
TlM
em que wy e ws sao as frequéncias de Larmor protonica e electrénica, respectivamente;

o termo T¢; (i=1, 2) traduz os tempos de correlacdo da modulacdo de acoplamento dipolar

electrdo-protéo e é constituido por trés contribui¢cdes aditivas:

1 1 1 1
_ =t —+— [4-4]
Iei T Iw Ty

em que Tr € 0 tempo de correlacdo rotacional do quelato de Gd(lll) e s € o tempo de
relaxacdo electronica do ido gadolinio. A incorporacdo do quelato de Gd(lll) em

nanoparticulas poliméricas podera permitir aumentar tr através da reducdo da rotagdo
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molecular do vector. Este efeito podera assim originar um aumento da velocidade de
relaxacdo, desde que as condigbes de troca rapida (tu<<Tim) Sejam mantidas (Parker e
Williams, 1996; Aime et al., 2002).

No entanto, no caso de meios de contraste nanoparticulares, ndo s6 o tempo de
correlacdo rotacional € importante para que se obtenha uma relaxividade elevada. A
natureza do vector associado ao quelato de Gd(lll) podera ter um papel importante na
amplificacdo da relaxividade. A presenca de um vector com elevada area de superficie
hidratada podera contribuir significativamente para esse aumento. De facto, a presenca de
grupos funcionais capazes de estabelecer ligagdes de hidrogénio com moléculas de agua do
meio circundante, permitindo uma troca dindmica com o0 meio aquoso podera actuar como
amplificador da relaxividade do meio de contraste. Além desta hipétese, a existéncia de
canais na estrutura do vector (didmetro de 3-4 A) que permitam a troca de moléculas de
agua entre o meio circundante e a esfera interna do quelato podera amplificar ainda mais a
relaxividade (Aime et al., 2002). Na sua globalidade, estes 3 factores constituem a base para
a utilizacdo de nanoparticulas poliméricas coloidais como meios de contraste em
Imagiologia por Ressonancia magnética.

Na tabela 25 estdo descritos os resultados referentes a formulacdo de PLGA 502H
(0.17 vlv). Cada linha da tabela representa uma diluigdo proveniente do mesmo lote de
nanoparticulas preparado por pooling de 5 lotes preparados em série. Deste lote foram
retiradas 3 aliquotas de 1.0 ml para estudo relaxométrico independente. No entanto,
estatisticamente os resultados referem-se a uma Unica amostra.

Tabela 25. Resultados relaxométricos referentes a formulagéo de Gd-DTPA-bismorfolinoetilamida encapsulado em
nanoparticulas de PLGA 502H (0.17 v/v). Diametro médio 109.2 nm.

R1lobs R1(L) Ri(e) [GA(T)] (mM) | Gd(L) (mM) Gd(e) (mM) ri(e) (st mMm™
2.65 1.94 3.79 0.12 0.08 0.0477 79.5*
1.30 1.05 1.71 0.06 0.04 0.0238 71.7*
0.89 0.71 1.19 0.04 0.03 0.0159 75.1*
0.87 0.70 1.16 0.03 0.02 0.0060 194.1*
1.66 0.87 12.02 0.06 0.06 0.0044 2712.17
1.35 0.65 10.57 0.04 0.04 0.0030 3578.0°7
0.96 0.81 2.99 0.03 0.03 0.0011 2696.5"

*f(e)=0.38; *f(€)=0.07; n=1.
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Os resultados preliminares obtidos com esta formulagéo sdo muito variaveis. O facto da
concentracdo de quelato encapsulado ser muito reduzida (1.1-47.7 nM) podera estar na
base desta variabilidade conduzindo a valores muito dispares de relaxividade T1. Os valores
de relaxividade descritos na tabela 25 ndo sdo pois confiaveis, pelo que a validade desta
formulacdo como meio de contraste em IRM carece de futura e ampla avaliagéo.

A tabela 26 tem descritos os resultados obtidos com a formulacdo Gd-DTPA-
bismorfolinoetilamida encapsulado em nanoparticulas de PLGA 502H+PLGA 755 (1:1 m/m;

0.17 v/v). Os valores apresentados foram obtidos conforme descrito para a tabela 25.

Tabela 26. Resultados relaxométricos (20°C, 9 MHz) referentes a formulagéo de Gd-DTPA-bismorfolinoetilamida
encapsulado em nanoparticulas de PLGA 502H +PLGA 755 (1:1 p/p; 0.17 v/v). Didametro médio 129 nm.

R1obs R1(L) R1(e) Gd(T) (mM) | DGd(e) (mM) | ri(e) (s* mM™)
2.64+0.14 1.22+0.11 3.96+0.18 0.223 0.116 34.2+1.6
1.95+0.23 0.95+0.04 2.880.44 0.148 0.077 37.3%5.7
1.58+0.12 0.81+0.01 2.29+0.24 0.111 0.058 39.6x4.1
1.27+0.05 0.71+0.02 1.69+0.09 0.089 0.046 36.5+2.0
1.13+0.01 0.70+0.05 1.52+0.04 0.074 0.039 39.5+1.2
Média+SD - - - - 37.1+3.57

W(e)=0.52

A encapsulagdo de quelato em nanoparticulas de PLGA 502H/755 aumentou
consideravelmente a relaxividade T1 a 20°C face ao quelato livre. Perante uma forca de
campo de 10 MHz e a 37°C, o quelato livre apresentou uma relaxividade r1 de 5.2 s*mM™
(Geraldes et al., 1995). No entanto, a sua encapsulacdo em nanoparticulas de PLGA
502H/755 permitiu obter valores de relaxividade 7 vezes superioriores (tabela 26).

A separacdo de quelato ndo encapsulado por ultracentrifugacéo tripla e a presenca
residual de quelato no sobrenadante da Gltima centrifugacéo®’ assegurou que a relaxividade
obtida se deve exclusivamente ao quelato associado a matriz polimérica. Esta formulagéo
permitiu obter os resultados preliminares mais promissores.

Conforme apresentado na tabela 26, os valores obtidos sdo pouco variaveis e o valor
de relaxividade médio obtido é substancialmente mais elevado do que o obtido com outros
vectores particulares (Fossheim et al., 1999; Morel et al., 1998) e macromoleculares até a

data publicados. Na tabela 27 estdo sumariados alguns exemplos.

2" Resultados ndo mostrados.
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Tabela 27. Exemplos de formulagGes de quelatos de Gd(Ill) com relaxividade T1 melhorada por associa¢do com vectores
macromoleculares ou particulares.

Agente de contraste Vector Condigdes rl(s* mm?) Referéncia

Gd-DOTA (g=1) Derivado hidrofilico, | 20 MHz, 37°C 24.7 Elst VL et al.
PM®=5.6 kDa (2003)

Gd-DTPA (g=1) - 1.5T, 20°C 4.76

(Gd-DO3A)s5 Carboximetil-hidroxietil- | 20 MHz, 39°C 14.1 Helbich et al.,
amido, PM®=72 kDa 2000

Gd-HHD-DO3A (g=1)** Lipossomas 20 MHz, 39°C 45 Glggard et al.,
DMPC/DMPG, 2002
Diametro®=65 nm

Gd-DTPA-bismetilamida | Lipossomas DOPE/PA, | 37°C, 10 MHz 4-6 (dependente de | Lokling et al.,
Diametro®=121 nm pH) 2001

Gd-DTPA Microparticulas de | 37°C, 20 MHz, 0.8% 7.2 Fossheim et al.
amido, Diametro®=2.4 gel de agar (1999)
pm

Derivado lipofilico de | Nanoparticulas ¥ 12 Anderson et

Gd-DTPA/MF vectorizadas (a-avp3), al., 2000
Diametro®=200 nm

Gd-HHD-DO3A (g=1)** Nanoparticulas de | 20 MHz, 37°C 11.5-23.8 Glggard et al.,
colesterol, 2003
Didmetro®=100 nm

Gd-HP-DO3A (q=2) Apoferritina, 20 MHz, 20°C 80 Aime et al,
Diametro=12.5 nm 2002

*Dendrimero a base de pirrolidiniloxil; **Gd-1,4,7-tris(carboximetil)-10-(2-hidroxihexadecil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano;
S valores médios; ¥ ndo descrito:

Como consequéncia da interac¢do do quelato com o vector coloidal pode-se antecipar
um aumento da relaxividade, sendo provavelmente a consequéncia do aumento de g, da
troca rapida de moléculas de agua entre a esfera de coordenacdo e 0 meio aquoso
circundante, ou a uma combinagdo de ambos os factores. No entanto, os resultados obtidos
ndo permitem testar esta hipétese. A medicdo de relaxividades com uma Unica for¢a de
campo magnético ndo é adequada para avaliar amplamente a eficdcia de um agente de
contraste, nomeadamente se a relaxividade obtida resultar de um Unico tempo de correlacéo
(Caravan et al., 1999). Conforme demonstrado na equacgéo [4-4], se as medi¢cdes forem
efectuadas numa unica forca de campo, a contribuicdo individual de cada frequéncia de
correlacéo (o reciproco do tempo de correlacdo) para a frequéncia total de correlacdo (1/Tc)
nao pode ser desconvoluida. Como tal, ndo é possivel, face ao tipo de resultados obtidos,
retirar quaisquer conclusdes de ambito mecanistico e molecular. Os resultados obtidos séo
no entanto muito promissores para o futuro desenvolvimento de meios de contraste mais
eficazes e vectorizaveis para tecidos alvo, uma funcionalidade ainda inexistente com os

meios de contraste actualmente disponiveis a nivel clinico.
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O desenvolvimento de sistemas coloidais em imageologia de diagndstico,
particularmente lipossomas e nanoparticulas, adveio principalmente da necessidade de
obter meios de contraste com especificidade tecidular. Embora ja esteja comercializada uma
formulacdo de lipossomas para ultrassonografia cardiovascular, a estabilidade lipossomica
gue a encapsulagédo de gases requer permanece um problema comum no desenvolvimento
farmacéutico de lipossomas para ultrassonografia.

Atendendo a bibliografia disponivel, a aplicacdo de nanoparticulas em imageologia de
diagnostico restringe-se a IRM. As formulacdes estudadas baseiam-se principalmente em
particulas de oOxido de Fe, revestidas por dextranos, diferindo basicamente nas suas
dimensdes. Embora os meios de contraste reticulo-endotelial (Endorem[], Sinerem(],
Resovist[]) permitam aumentar o numero de lesGes hepaticas detectadas, os resultados
obtidos a nivel de caracterizacao lesional ainda estéo longe de uma situacdo Optima, o que
também se verifica em imageologia renal e do sistema nervoso, central e periférico.

A maioria dos meios de contraste utilizados em Imageologia por Ressonéancia
Magnética sdo quelatos paramagnéticos de Gadolinio. Os quelatos hidrossoluveis de Gd
utilizados actualmente na pratica clinica tém semi-vidas de 1.5h (Shellock e Kanal, 1989). O
facto destes meios de contraste apresentarem velocidades elevadas de depuragdo da
circulacdo sanguinea e dos diversos orgaos restringe o seu uso em estudos de perfuséo, de
integridade capilar, e do espaco extracellular.

O desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas coloidais como meios de contraste
tem o potencial necessario para ultrapassar estas limitagbes, ao aumentar o tempo de
residéncia vascular e poder permitir a vectorizacdo do meio de contraste para um orgao ou
populacao tecidular especifica. Além destas vantagens, a incorporacao do quelato de Gd(lll)
num vector macromolecular podera aumentar a velocidade de relaxacdo devido ao aumento
do tempo de correlagéo rotacional 1g. Outros vectores coloidais tém sido desenvolvidos nos
altimos 15 anos. Os trabalhos incipientes de Kabalka et al. (1987 e 1991) com quelatos de
Gd(lll) em lipossomas demostraram as potencialidades dos vectores coloidais como meios
de contraste.

No entanto, os trabalhos publicados ao nivel do desenvolvimento de meios de

contraste para IRM com nanoparticulas poliméricas tem sido escasso. O trabalho publicado
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nesta tese demonstra as potencialidades deste tipo de sistema polimérico como vector de
guelatos de Gd(lll), indiciando a sua validade como meio de contraste eficaz.

No capitulo 1 encontra-se sumariada a teoria base inerente ao desenvolvimento de
meios de contraste para IRM.

No capitulo 2 encontra-se descrito todo o trabalho que conduziu a sintese, identificacao
e caracterizacdo de 3 quelatos de Gd(lIl) de hidrofobicidade crescente. Os resultados de
andlise elementar e de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear demonstraram a
obtencédo dos quelatos pretendidos bem como o seu grau de pureza, suficiente para a sua
posterior associa¢cdo com os polimeros de poliésteres seleccionados.

Este trabalho de sintese foi efectuado com base na hip6tese de que o aumento da
hidrofobicidade destes quelatos promoveria uma interaccdo hidrofobica crescente entre
estes e os polimeros utilizados. Esta hipotese foi testada no capitulo 3, onde se encontra
exposto todo o trabalho de encapsulacdo dos quelatos de Gd(lll) em nanoparticulas
poliméricas coloidais. Para além dos quelatos de Gd(lll) sintetizados, os trabalhos de
encapsulacao incluiram dois quelatos adicionais.

Os resultados obtidos ndo nos permitiram validar a hipoétese de que o aumento de
hidrofobicidade dos quelatos se traduziria em eficacias de encapsulacdo mais elevadas com
os polimeros utilizados. No entanto, os resultados obtidos com o quelato GADTPA-
bisestearilamida indiciam alguma potencialidade, a ser explorada com mais atencao.

Os resultados mais promissores desta tese referem-se a encapsulacéo e relaxividade
do quelato GADTPA-bismorfolinoetilamida. De facto, o trabalho efectuado com este quelato
e exposto nos capitulos 3 e 4 permite-nos concluir que a sua encapsulacdo em
nanoparticulas de poliésteres é beneficiada pela presenca de polimeros de baixo peso
molecular com grupos carboxilo terminais livres em associacdo com polimeros de elevado
peso molecular. Esta associacao permitiu obter formulacées com teores de Gd(lll) razoéaveis,
eliminando simultaneamente as elevadas perdas de quelato registadas com outras
formulacdes de poliésteres. Com base nestes resultados foi seleccionada uma formulagéo
para analise relaxométrica (Capitulo 4), o que permitiu avaliar o seu potencial como meio de
contraste em IRM.

A eficacia dos meios de contraste de Gd(lll), expressa pela sua relaxividade, r1,
depende da cinética de troca de moléculas de agua, da relaxacéo electronica, e da rotacdo
molecular, bem como do numero de moléculas de &gua presentes na esfera de

coordenacdo interna do ido Gd(lll) (q). Conforme exposto no capitulo 4 desta tese, a
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encapsulacdo de GdDTPA-bismorfolinoetilamida em nanoparticulas de PLGA 502H/755
aumentou significativamente a relaxividade do quelato a 20°C, constituindo um dado muito
promissor para o desenvolvimento de um meio de contraste muito superior aos actualmente
existentes.

A relaxividade T1 obtida (r1=37.1+3.57 s'mM™) poder-se-a4 dever ao aumento do
tempo de correlagdo rotacional, tr. No entanto, o esclarecimento do mecanismo
responsavel por este aumento ndo foi efectuado, aguardando futuro desenvolvimento deste
trabalho.

Os desenvolvimentos recentes em biologia celular e molecular, em sinergia com o
conhecimento crescente dos aspectos fisico-quimicos e biolégicos inerentes a superficie
dos vectores, oferecem-nos um vasto leque de oportunidades na concepcéo de agentes de
contraste coloidais. Os resultados apresentados nesta tese, embora incipientes, indiciam
gue € possivel produzir meios de contraste nanoparticulares biodegradaveis para IRM,
utilizando sistemas nanoparticulares passiveis de vectorizacdo cito-especifica e fécil

manipulacao.
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