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RESUMO

Radiofdrmacos sdo preparacdes farmacéuticas que possuem em sua
composi¢cdo um ou mais radionuclideos e que podem ser utilizados em medicina
nuclear para terapia ou diagnéstico. Entre os radiofarmacos destacam-se o0s
anticorpos monoclonais, por sua alta especificidade para antigenos de doencas
como o cancer e outras patologias. O bevacizumabe é um anticorpo monoclonal
humanizado recombinante IgG1 especifico, inibidor do VEGF (Fator de crescimento
endotelial vascular). A endometriose é uma doenca caracterizada pela presenca de
tecido endometrial fora da cavidade uterina e que acomete de 10 a 15% das
mulheres em idade reprodutiva. Varias teorias tentam explicar a origem desta
misteriosa patologia, porém a hipotese mais aceita atualmente é a teoria da
menstruacao retrograda, formulada por Sampson em 1927. Segundo esta teoria,
fragmentos do endométrio sofrem refluxo em direcdo contraria ao fluxo menstrual
normal, passando pelas trompas ovarianas e alcancando a cavidade peritoneal,
onde podem se aderir, implantar ou proliferar. Esses implantes necessitam de
suprimento sanguineo para sobreviver, por isso a angiogénese e a vasculogénese
estdo diretamente relacionadas a fisiopatologia da endometriose. Baseado nestas
informacdes, diversas substancias tem sido desenvolvidas com o intuito de inibir o
processo de angiogénese e servirem de tratamento ou diagnostico para a
endometriose. O bevacizumabe radiomarcado com tecnécio 99-m estd sendo
estudado como opcéao diagndstica alternativa, pouco invasiva e que permite detectar
mais precocemente a doenca; contudo, obstaculos como o direcionamento e adesao
do farmaco ao sitio alvo e dificuldades com a transposi¢éo de barreiras moleculares
tem sido observados no uso de radiofarmacos para diagnostico. A utilizacdo da
nanotecnologia pode ajudar na transposicdo destes problemas, melhorando o
direcionamento, funcionalidade e disponibilidade do radiofarmaco. O objetivo deste
estudo foi comparar e analisar duas formulagcbes de bevacizumabe marcadas com
Tecnécio 99-m: uma convencional e outra nanoparticulada, como possiveis métodos
de diagndstico por imagem da endometriose. O estudo foi realizado em duas ratas
WISTAR com endometriose peritoneal induzida através do modelo experimental.
Cada rata recebeu uma formulacéo diferente do radiofarmaco através de injecao via

intra-ocular; ap6és uma hora as ratas foram sacrificadas, seus orgaos removidos e



levados ao contador gama para que a radioatividade fosse quantificada. Os
resultados obtidos através de graficos, foram comparados e demonstraram que
ambas as formulacbes conseguiram alcancar a lesdo e desta forma podem ser
utilizadas como diagnostico da endometriose, no entanto a nanoparticula apresentou
vantagens em relacdo ao farmaco livre: O nanorradiofarmaco possui melhores
padrées farmacocinéticos, como distribuicdo sanguinea, metabolizacdo hepatica e
eliminacdo renal quando comparado a formulacdo convencional; além disso,
apresenta menor quantidade de efeitos adversos indesejaveis em 0Orgdos como
estbmago, intestinos, coracdo e cérebro devido a sua reduzida concentracao nestes
Orgdos, 0 que proporciona mais seguranga para o paciente. Diante dos resultados
obtidos a nanoparticula, se mostrou como a melhor opcdo para diagndstico por
imagem da endometriose, por ser mais segura e especifica do que o radiofarmaco

convencional.

Palavras-Chaves: Radiofarmaco; Endometriose; Bevacizumabe; Nanotecnologia.



ABSTRACT

Radiopharmaceuticals are pharmaceutical preparations, which have in their
composition one or more radionuclides that may be used in nuclear medicine for
therapy or diagnosis. Among the radiopharmaceuticals stand out monoclonal
antibodies, for its high specificity for disease antigens like cancer and other diseases.
Bevacizumab is a recombinant humanized monoclonal IgG1 antibody specific
inhibitor, VEGF (vascular endothelial growth factor). Endometriosis is a disease
characterized by the presence of endometrial tissue outside the uterine cavity and
that affects 10 to 15% of women in reproductive age. Several theories attempt to
explain the origin of this mysterious disease, but the most accepted hypothesis is the
retrograde menstruation theory, formulated by Sampson in 1927. According to this
theory, endometrial fragments suffer from reflux in the opposite direction to normal
menstrual flow, through the ovarian tubes and reaching the peritoneal cavity, where
they can join, deploy or proliferate. These implants require blood supply to survive,
so angiogenesis and vasculogenesis are directly related to the pathophysiology of
endometriosis. Based on this information, various substances have been developed
in order to inhibit the process of angiogenesis and serve for treatment or diagnosis of
endometriosis. Bevacizumab radiolabeled with technetium 99-m is being studied as
an alternative diagnostic option, minimally invasive and allows early detect the
disease; however, barriers such as targeting and adhesion of the drug to the target
site and difficulties with the implementation of molecular barriers have been observed
in the use of radiopharmaceuticals for diagnosis. The use of nanotechnology can
help in the implementation of these problems, improving the targeting, functionality
and availability of the radiopharmaceutical. The objective of this study was to
compare and analyze two bevacizumab formulations labeled with Technetium 99-m:
one conventional and one nanoparticle as possible imaging methods endometriosis.
The study was conducted in two WISTAR rats with peritoneal endometriosis induced
by experimental model. Each rat received a different formulation of the
radiopharmaceutical by injection via intraocular; after an hour the rats were
sacrificed, their organs removed and taken to the range counter to that radioactivity
was quantified. The results obtained in graphs were compared and showed that both

formulations were able to reach the lesion and thus can be used as diagnosis of



endometriosis, however the nanoparticle advantageous in relation to free drug:
Nanoradiopharmaceuticals has better pharmacokinetic patterns such as blood
distribution, liver metabolism and renal elimination when compared to conventional
formulation; moreover, presents a lower amount of undesirable adverse effects on
organs such as stomach, intestines, heart and brain due to its reduced concentration
in these organs which provides more safety for the patient. Based on these results,
the nanoparticle has proved to be the best option for image diagnosis of
endometriosis, because it is safer and specific than conventional

radiopharmaceutical.

Keywords: Radiopharmaceutical; Endometriosis; Bevacizumab; Nanotechnology.
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1.0 INTRODUCAO

Radiofarmacos sdo preparacdes farmacéuticas sem acao farmacoldgica, com
finalidade diagndstica ou terapéutica e que possuem em sua cOmposicdo um ou
mais radionuclideos emissores de radiagao y ou pésitrons (B*), que quando decaem
emitem uma radiacdo eletromagnética penetrante capaz de atravessar os tecidos e
serem detectadas por aparelhos especificos no meio externo (ANVISA, 2009). Em
medicina nuclear, ha muito que séo utilizados no diagndstico de diversas doencas
como o cancer (OLIVEIRA, 2006); neste contexto o uso de anticorpos monoclonais
radiomarcados com propoésito diagnéstico é um recurso bastante uatil, visto que
possuem alta especificidade para antigenos associados a tumores e outras
patologias. Esta caracteristica permite que eles sejam usados como carreadores de
radionuclideos altamente especificos para células e 6rgdos. O radiois6topo mais
empregado na marcagao de anticorpos atualmente é o tecnécio-99m (mais de 80%
dos radiofarmacos), porém outros isétopos podem ser utilizados como: lodo-131,
lodo-123 e Indio-111 (DIAS, 2005).

Entre os anticorpos monoclonais  disponiveis, destaca-se 0
Bevacizumabe, indicado para o tratamento de primeira linha do céncer colorretal
metastatico e de alguns outros tipos de canceres quando associado a outras
terapias. E um anticorpo monoclonal humanizado recombinante IgG1 especifico com
alta afinidade pelo Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) (KRAMER e
LIPP, 2007), onde se liga e impede que o mesmo se ligue a seus receptores tirosina
quinase Flt-1 (VEGFR-1) e KDR (VEGFR-2), na superficie das células endoteliais,
reduzindo assim a vasculariza¢cdo dos tumores e inibindo o crescimento tumoral
(ANVISA, 2014).

A endometriose, uma doenca que atinge de 10 a 15% das mulheres em idade
reprodutiva e apresenta alta prevaléncia em mulheres com dor e infertilidade
(MATTA e MULLER, 2006), é uma patologia estrogeno dependente, na qual o tecido
endometrial (glandulas e estroma) implanta-se fora da cavidade uterina (SOUZA et
al., 1996; BARTKOWIAK et al., 2000).

Ao longo dos anos, foram descritas varias teorias para explicar a etiologia da
endometriose, contudo pouco se sabe ainda da sua etiologia e a da sua evolugéo

(Lagos et al, 2010). A teoria da menstruacao retrégrada formulada por Sampson em
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1927, é atualmente a hipdtese mais aceita como causa da endometriose. Esta
propde que fragmentos do endométrio sofram refluxo em direcdo contraria ao fluxo
menstrual normal, passando pelas trompas ovarianas e alcancando a cavidade
peritoneal, onde podem se aderir, implantar ou proliferar (BRAGANCA, 2013). A
sobrevivéncia destes fragmentos em localizacdo ectdpica exige o fornecimento de
sangue através da formagdo de novos vasos sanguineos, desta forma a
endometriose é caracterizada por vasta vascularizacéo e presenca de varios fatores
angiogénicos, dentre eles o VEGF (FERRERO, 2006). Com base nessa observacéao,
muitas substancias capazes de interferir no processo de angiogénese vem sendo
estudadas para o tratamento e diagnostico da endometriose (MACHADO, 2009).

Na busca por um método menos invasivo no diagnéstico da endometriose, ja
gue o método diagndstico definitivo disponivel atualmente é a videolaparoscopia (um
método cirdrgico), inUmeros estudos tem sido feitos. O uso do bevacizumabe tem
sido avaliado como método diagndstico alternativo, pouco invasivo e capaz de
detectar precocemente a doenca.

No estudo de Machado et al., 2015, o bevacizumabe marcado com tecnécio-
99m foi injetado em ratas WISTAR com endometriose experimental induzida no
peritbnio. O objetivo foi avaliar o uso do radiofarmaco no diagnéstico precoce e nao
invasivo da endometriose. Neste trabalho, foram feitos testes de biodistribuicdo das
lesBes e diversos 6rgdos, no entanto, muitas vezes, surgem alguns obstaculos no
direcionamento e na adesdo do radiofarmaco ao local de interesse diagndstico,
sobretudo dificuldades na transposicao de barreiras moleculares. A nanotecnologia
oferece uma importante contribuicdo na superacdo destes obstaculos e na
funcionalizacédo das nanoparticulas, melhorando o direcionamento através do uso de
nucleotideos de superficie e do aumento da aderéncia, o que facilita a
disponibilidade do radiofarmaco (BRAGA, 2015).

O presente trabalho reproduziu o estudo de Machado et al, 2015, s6 que com
o bevacizumabe encapsulado em forma de nanoparticulas. O objetivo principal do
trabalho foi avaliar as duas formulacdes de bevacizumabe marcadas com tecnécio
99-m: a forma convencional e a forma nanoparticulada. Ambas as formulagcdes
foram administradas em ratas WISTAR que apds serem sacrificadas, tiveram seus
orgéos e lesdo removidos e levados ao contador gama para quantificar a radiagédo
de cada 6rgdo, do sangue e da lesdo. Os resultados foram gerados através de

graficos e suas consideracdes e conclusdes sao discutidas ao longo do trabalho.
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2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ENDOMETRIOSE

2.1.1 Definicéo

A FEBRASGO (Federacao Brasileira das Associacoes de Ginecologia e
Obstetricia) define a endometriose como sendo a presenca de tecido semelhante ao
endométrio, com glandulas e estroma, fora da cavidade do atero (localizacdo
ectopica). Pode ser classificada como interna ou externa; a interna atualmente
denominada “adenomiose”, refere-se a presenca de tecido endometrial no miométrio
e a externa refere-se a presenca de endométrio em todas as outras localizacfes. A
adenomiose é considerada uma entidade clinica distinta ja que a sua patogénese,
sintomas e epidemiologia diferem da endometriose. A endometriose externa,
simplesmente conhecida por endometriose, € uma das principais causas de dor
pélvica e infertilidade, comprometendo a qualidade de vida e causando o desgaste
fisico, mental e emocional das mulheres acometidas por esta patologia, visto que
seu diagndstico costuma ser falho e tardio. Estudos demonstram que o tempo do
inicio do sintoma até o diagnéstico definitivo pode levar muitos anos. Em média, uma
paciente demora até 8 anos para apresentar dor e 5 anos para apresentar
infertilidade relacionada a endometriose (CAMPOS et al., 2008).

Normalmente a endometriose atinge locais como a cavidade peritoneal,
ovarios ou septo retovaginal (figura 1) e pode ser de evolucdo lenta e benigna ou
atingir, mesmo que raramente, varios orgaos distantes da pélvis como bexiga,
intestino, encéfalo, rins e pulmdes, sendo também capaz de causar o chamado
carcinoma endometrioide (CAMPOS et al., 2008).

Segundo Navarro et al. (2006), a endometriose é o motivo da infertilidade de
20 a 50% das mulheres que possuem problemas para engravidar, sendo que de 30
a 50% das mulheres portadoras de endometriose sdo inférteis. A infertilidade esta
associada a endometriose principalmente quando € moderada ou severa e quando

ocorre comprometimento da anatomia pélvica.
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Figura 1 - Localizacao dos focos de endometriose (Fonte: www.endometrioses.com.br).

2.1.2 Fisiopatologia

Uma das queixas mais frequentes em portadoras de endometriose é a dor
ciclica e aciclica. Esta dor é causada pela estimulacdo hormonal do estrogénio e da
progesterona durante o ciclo menstrual, esses horménios estimulam os implantes
endometriéticos (que podem ser superficiais ou invasivos), a crescerem e sofrerem
alteracdes, respondendo ao mesmo estimulo hormonal do ciclo menstrual normal da
mulher. Todas as mudancas do endométrio que ocorrem dentro da cavidade uterina,
também podem ocorrer fora da cavidade uterina. A presenca de um tecido fibrético
gue rodeia o implante endometridtico, impede sua expansdo e conseguente
drenagem do liquido hemorragico; este sangramento interno provoca aumento das
lesbes e causa inflamacgdes, dor, infertilidade, aderéncias (Figura 2) e dificuldades
funcionais. Esse processo se repete todo més durante os ciclos menstruais
causando dor e inflamacéo na lesdo e ao redor da lesédo. A inflamacdo é causada
pela pressdo exercida sobre as aderéncias associadas a lesdo, pelo numero de
implantes, pela sua proximidade a estruturas nervosas e sensitivas e pelo efeito de
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massa das lesdes de maior dimensdo (MATTA e MULLER, 2006; CAMPOS et al.,
2008).

Segundo o aspecto laparoscopico das lesdes, estas podem ser tipicamente
negras; pregueadas e associadas a uma cicatrizacdo em forma de estrela,
originadas do sangramento tecidual e retencdo de pigmentos sanguineos. Outras
lesbes mais comuns sao lesdes vermelhas (lesées em chama de vela, petéquias,

areas de hipervascularizacdo e excrescéncias vasculares) (Figura 3) e lesbes

brancas (opacificacbes brancas, aderéncias subovarianas, defeitos do periténio e
lesbes do tipo café com leite) (PODGAEC, 2004).

-
»

.z}deréncias
1 e

‘ . : « \'M.
da parede posterior do Utero no c6lon sigmdide (Fonte:

. :
Figura 2 - Endometriose grave com aderéncias
http://drwilliamkondo.site.med.br).
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it
Figura 3 - Endometriose. Lesdes vermelhas em varios 6rgéos.

(http://emedicine.medscape.com/article/271899-overview).

Se faz necessario ressaltar, que muitas portadoras de endometriose nao
sentem dor, sendo portanto assintomaticas. A dor grave € associada muito mais a
presenca de lesdes infiltrativas profundas, tendo mais relacdo com a profundidade
da invasdo, do que com a quantidade e distribuicdo da doenca (CAMPOS et al.,
2008) portanto, a dor ndo pode ser utilizada como Unico parametro de diagnostico e
classificacdo da doenca.

O mecanismo fisiopatogénico da infertilidade é desconhecido. E possivel que
as lesdes endometridticas segreguem prostaglandinas F2 e E2! para o liquido
peritoneal. Outro fator associativo a infertilidade é referente a foliculogénese das
portadoras. Essas apresentam baixos niveis séricos de estradiol, pequena dimenséo
dos foliculos durante o crescimento folicular, menores indices de fertilizacdo dos
oocitos e baixos indices de gravidez nos processos de reproducdo assistida.
Existem igualmente problemas com a captacéo do odécito pela trompa de falopio e de
implantacéo do embrido no endométrio (CAMPOS et al., 2008; MEYER, 2011).

1'N.A.: moléculas que podem, em teoria, diminuir a fertilidade pelo potencial de alterarem a ovulacéo,
motilidade tubéria, nidacéo e fase lutea
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2.1.3 Epidemiologia

A endometriose € uma patologia em que sua epidemiologia apresenta dados
cientificos conflitantes e inconclusivos. Sua incidéncia depende do grupo de
pacientes avaliados, variando de acordo com a idade, escolha do procedimento
diagnostico, interesse do médico pela patologia, hospital em que esta sendo
realizado o estudo e das queixas das pacientes que estdo sendo estudadas
(FEBRASGO, 2010).

No periodo entre julho de 1999 a dezembro de 2009 foi feito um estudo em 892
pacientes do setor de endometriose do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Séao Paulo. Os resultados do estudo confirmaram que
a idade média das pacientes foi de 33,2 anos com uma maior prevaléncia de
mulheres brancas (78,7%) e casadas ou com unido estavel. Em relacdo ao grau de
instrucdo 76,9 possuiam 2° ou 3°graus completos. Aproximadamente 5,3% das
pacientes tinham histérico familiar de primeiro grau de endometriose. Em relacao
aos antecedentes obstétricos, 56,5% das pacientes eram nuliparas?. Das 387
pacientes que ja haviam engravidado 49,3% apresentavam uma Unica gestacdo
(BELLELIS et al.,, 2010). Existe uma relacdo entre a nuliparidade e uma maior
incidéncia de endometriose, ficando a paciente nuligesta mais tempo exposta ao

estrogénio, sem a protecao da progesterona da gestacao (FEBRASGO, 2010).

2.1.4 Etiologia

Existem varias teorias que tentam explicar a origem da endometriose, contudo
nenhuma consegue explicar todos os casos e localizagbes da doenca; talvez a
associacdo de duas ou mais teorias consiga explicar melhor esta enigmatica
patologia (KRATKA, 2002).

2 N.A: Nuliparas: mulheres que nunca tiveram filhos.
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Entre as diversas teorias propostas existe a “teoria da metaplasia celomica”,
em que a origem da patologia seria a transformacéo, ou seja a metaplasia do tecido
peritoneal normal (mesotélio) em tecido endometrial ectépico, induzida por
estimulantes enddégenos liberados pela degeneracdo do endométrio menstrual ou
por fatores imunologicos (FAGUNDES et al., 2012). Outras teorias foram propostas
como a teoria dos restos embrionarios, teoria da disseminacdo linfatica e
hematogénica, teoria hormonal, da hipétese iatrogénica, entre outras (LAGOS et al.,
2010).

A principal teoria aceita atualmente é a teoria formulada por Sampson em
1927: a “teoria da menstruacéo retrograda”, que defende a ocorréncia de refluxo do
sangue menstrual através das tubas uterinas para a cavidade abdominal e que neste
local os fragmentos endometriais formam aderéncias (MACHADO, 2009). Apesar de
ser uma teoria bem aceita, muitos aspectos celulares e moleculares ainda néo estéo
bem estabelecidos. Muitas mulheres podem apresentar fluxo menstrual retrogrado,
no entanto, a grande maioria ndo desenvolve endometriose, o sistema imunoldgico
destas mulheres é capaz de eliminar os fragmentos endometriais e impedir sua
implantacdo e desenvolvimento em regido ectépica. Em algumas pacientes, estes
fragmentos ndo conseguem ser eliminados, ocorrendo entdo o desenvolvimento da
endometriose (CARDOSO, 2013). Para que esses fragmentos possam se implantar
e se desenvolver na cavidade peritoneal, € necesséario o fornecimento de sangue
através da criacdo de nova rede vascular, este processo é denominado angiogénese
(FERRERO, 2006).

2.1.4.1 Endometriose e angiogénese

A angiogénese € a formacdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos
sanguineos pré-existentes e raramente ocorre em adultos, a ndo ser durante o
periodo menstrual, em processos de cicatrizacédo de feridas ou no desenvolvimento
de doencas como o cancer (MACHADO, 2009).

Constitui uma sequéncia de eventos fisiologicos fundamentais para o
organismo, que incluem a embriogénese, o0 ciclo menstrual e a cicatrizacdo de

feridas, porém pode também estar envolvida em eventos patologicos como o
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crescimento de tumores, aterosclerose, inflamacgéo crbonica e endometriose. A
angiogénese é um pré-requisito para a manutengdo e crescimento da endometriose
(NAP et al, 2004).

Existem varios fatores que controlam a estimulacdo ou a inibicdo da
angiogénese. O Endotelial Vascular Growth Factor (VEGF) é um dos mais potentes
fatores angiogénicos envolvidos no progresso das lesfes ectopicas da endometriose
e esta diretamente envolvido na fisiopatologia da doenca (PERINI et al, 2014).

O VEGF é uma glicoproteina homodimérica de 30-46 kDa, dividida em 5
membros: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e PIGF e pode se ligar a trés tipos
de receptores transmembrana tirosina quinase: receptor do fator de crescimento
endotelial vascular - 1 (VEGFR-1) e receptor do fator de crescimento endotelial
vascular - 2 (VEGFR-2), expressos nas ceélulas endoteliais vasculares e receptor do
fator de crescimento endotelial vascular - 3 (VEGFR-3), expresso principalmente em
células endoteliais linfaticas (CARDOSO, 2013).

Esse fator € produzido e secretado principalmente por macréfagos no liquido
peritoneal e é responsavel pelo crescimento do endotélio através do aumento da
permeabilidade vascular e pela modulacdo de enzimas proteoliticas ligadas a
angiogénese. O implante endometrial ectdpico € bastante vascularizado, o que
favorece a acdo do VEGF na perpetuacéo e infiltracdo dos focos endometridticos
(RICCl et al., 2011; FERRARA et al., 2005).

2.1.5 Diagnéstico

Embora o diagndstico definitivo da endometriose s6 possa ser feito através da
videolaparoscopia e da analise histopatologica dos focos endometridticos, existem
achados nos exames fisicos, laboratoriais e de imagem que podem predizer com
seguranca o diagndéstico da paciente. Entre eles o Ca-125° que é um marcador
bioquimico que se coletado no primeiro ou segundo dia do ciclo menstrual, pode ser

bastante util para o diagnostico da endometriose em estadio avancado,

3 N.A.: O antigeno do cancer 125 é uma proteina (antigeno de superficie da célula, membro da familia das
glicoproteinas mucinas, codificada pelo gene MUC 16)
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principalmente quando os valores s&o superiores a 100 Ul/mL, embora
concentragbes normais ndo excluam a doenca e o0 mesmo ndo possa ser sempre
utilizado em funcdo de sua inespecificidade. Algumas citocinas como a Interleucina-
6 (IL-6), vém sendo estudadas como novos marcadores (SPRITZER e NACUL,
2010).

Entre os exames de imagem, a ultrassonografia pélvica transvaginal (figura 5)
€ o0 procedimento de escolha. Possui uma sensibilidade de 94% e uma
especificidade de 98% na identificacdo de focos de endometriose profunda. Um
resultado normal deste exame sugere que a paciente ndo tem a patologia ou é
portadora de doencga inicial ndo-infiltrativa, desta forma, pode ser necessario o
requerimento de exames adicionais pra confirmacao. A ultrassonografia transvaginal
também é um método eficiente para avaliar endometriomas (figura 4) maiores do
que 2cm e também fazer o diagnéstico de endometriose de bexiga, com uma
sensibilidade de 71,4% e especificidade de 100% (SPRITZER e NACUL, 2010).

Figura 4 - Endometriomas (endometriose nos ovarios) (Fonte: http://drwilliamkondo.site.med.br).

A ressonancia Magnética (MR) (figura 6) € um método de diagndéstico que

permite fazer o diagnodstico de massas ovarianas de hipotese duvidosa; doenca
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profunda invasiva do trato intestinal; alteragbes sugestivas de doenca do septo
retovaginal, ligamentos uterossacros ou do retossigmoide (SPRITZER e NACUL,
2010).

O diagnostico da endometriose em medicina nuclear, pela utilizacdo de
radiofdrmacos ainda é muito raro e experimental. Na sua maioria utiliza 18-F-FDG
para localizagéo de lesdes profundas (LERMAN, 2004). Entretanto, estudos com
radiofarmacos SPECT, como o 99mTc ainda € um modelo experimental realizado
em animais (MACHADO et al., 2015). E importante ressaltar que entre os métodos
de imagem de medicina nuclear, PET (Positron Emission Tomography (figura 7) e
SPECT (Single Photon Emission Computatorized Tomography) sdo os que
apresentam a maior especificidade (1015, 1013, respectivamente), em particular,
comparado com uma uma CT (Tomografia Computadorizada) (10°), MR

(Ressonancia Magnética) (10-1°) e consequentemente maior sensibilidade.
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Figura 5 - Ultrassom de endometriose (Fonte: http://emedicine.medscape.com/article/403435-overview).



Figura 6 - Ressonancia Magnética de Endometriose (Fonte:
http://emedicine.medscape.com/article/403435-overview).

Figura 7 - Tomografia PET de endometriose (Fonte: LERMAN, 2004).
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2.1.6 Classificagéo

A videolaparoscopia histopatologica € o exame padrdo que fornece o
diagnostico definitivo da endometriose. Durante o procedimento é coletada uma
amostra do foco endometridtico e neste é feita a bidpsia; assim sendo, é possivel
fazer a classificacdo histolégica dos implantes com a localizacdo anatbmica da
doenca: peritbnio, ovario ou septo retovaginal, ou pela extensdo da doenca sobre 0s
orgdos pélvicos. A classificacdo mais comumente usada é da American Society of
Reproductive Medicine (ASRM) - revisada em 1996. Nesta classificacdo a
endometriose € graduada em minima, leve, moderada ou grave (figura 8) pela
extensdo da doenca no peritdnio e ovarios, bem como pela presenca de aderéncias
tubo-ovarianas e bloqueio da parede peritoneal. E uma classificagdo bem util no
tratamento pds-cirirgico, apesar de ser um tanto limitada (SPRITZER e NACUL,

2010).

Stage |, minimal Stage I, mild

G

Stage 11, moderate

Figura 8 - Classificacdo da endometriose segundo a American Society of Reproductive Medicine: A)
Endometriose de Grau | (minima); B) Endometriose de Grau Il (leve); C) Endometriose de Grau 111
(moderada) e D) Endometriose de Grau IV (severa) (Fonte: American Society of Reproductive Medicine,
1997).
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Outra classificacdo empregada por alguns autores € a que relaciona as
caracteristicas morfoldgicas presentes nas lesdes e divide a endometriose em trés
categorias: endometriose peritoneal superficial, endometriose ovariana cistica
(endometrioma ovariano) e endometriose infiltrante profunda. Esta classificacdo é
eficiente em relacionar os sintomas clinicos, sobretudo a dismenorreia, com a
profundidade e localizagcédo das lesBes e em grande parte das pacientes é comum a
presenca de mais de um tipo de lesdo (FEBRASGO, 2010).

2.1.7 Tratamento

O tratamento da endometriose depende da queixa e do tipo da paciente: dor
ou infertilidade, e muitas vezes estas duas queixas associadas. O tratamento pode
ser cirdrgico ou medicamentoso (SPRITZER e NACUL, 2010). O tratamento
medicamentoso tem como objetivo a atrofia do endométrio ectopico hormdnio
dependente, enquanto a cirurgia visa destruir permanentemente os focos ectopicos.
A duracdo do tratamento medicamentoso € limitada devido aos seus efeitos
colaterais. As cirurgias de repeticdo podem ser prejudiciais a fertilidade da paciente

(SEPULCRI e AMARAL, 2007).

2.1.7.1 Tratamento Cirargico

O tratamento cirargico da endometriose tem como objetivo o alivio da dor e a
restauracdo da fertilidade através da retirada da maior quantidade de tecido afetado
possivel e o restabelecimento da anatomia normal da pelve (NAVARRO et al.,
2006).

A cirurgia deve ser preconizada apenas para pacientes que nao respondem ao
tratamento medicamentoso, podendo ser de dois tipos: conservadora, que €
indicada na endometriose de grau leve ou moderado e em mulheres jovens e que

7

desejam engravidar espontaneamente; ou radical, neste caso é indicada para
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mulheres mais idosas e que ndo pensem em engravidar (SPRITZER e NACUL,
2010).

A intervencdo cirdrgica pode ser feita com laparotomia ou laparoscopia. A
cirurgia videolaparoscoépica proporciona o diagnostico definitivo de endometriose e
pode ser realizada através de eletrocautério, eletrocoagulacao, vaporizacao, a laser,
com ablacéo ou resseccao da endometriose da forma menos invasiva e mais eficaz
possivel (SEPULCRI e AMARAL, 2007).

2.1.7.2 Tratamento Medicamentoso

O tratamento definitivo da endometriose s6 é possivel com a remocéo total das
lesbes. Entretanto, tratamentos paliativos podem ser utilizados antes da opcao
cirdrgica, visando a dor e a reducdo dos focos endometridticos. O objetivo do
tratamento medicamentoso antes da intervencao cirdrgica é diminuir a inflamacéo
dos implantes, permitindo que o procedimento seja menos traumatico e mais efetivo.
Entretanto, a diminuicdo dos focos endometridticos (tanto em tamanho como em
volume), pode ocasionar um procedimento cirirgico incompleto, visto que estes
podem passar despercebidos durante o procedimento (FEBRASGO, 2010).

O tratamento farmacolégico da endometriose se baseia em tratamentos
hormonais hipoestrogénicos que sé@o basicamente similares em eficacia, sendo
diferentes somente em relacéo aos efeitos colaterais e custos. Entre os tratamentos
medicamentosos disponiveis destacam-se 0s anticoncepcionais hormonais orais
(ACHO:s); os progestogénios isolados; os analogos do GnRH (aGnRH); o danazol e a
gestrinona (PETTA e PELOGGIA, 2012).

Em relacéo a infertilidade, os resultados ndo sdo muito animadores, pois ndo
existe até o momento evidéncias de que o tratamento com medicamentos aumente a
fecundidade, assim sendo, o tratamento hormonal supressivo ndo possui beneficio
como adjuvante nos casos de infertilidade. Nesses casos, podem ser indicados
tratamentos de reproducao assistida como fertilizac&o in vitro e inseminacéo artificial
(SPRITZER e NACUL, 2010).

O tratamento da endometriose baseado em terapias hormonais € eficaz em

tratar os sintomas da doenca, contudo ndo elimina completamente os focos
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endometriéticos. Estudos em animais, apontam a possibilidade de um novo
tratamento que emprega drogas angiostéticas, que através da inibicdo da
angiogénese, sao capazes de interferir no crescimento e na manutencdo dos
implantes endometrioticos ja estabelecidos. A terapia antiangiogénica utiliza drogas
como antihuman vascular endothelial growth factor-A (anti-hVEGF), TNP-470,
endostatina e anginex. O anticorpo monoclonal anti-VEGF humanizado
bevacizumabe, utilizado em algumas terapias antitumorais, tem sido com sucesso,
objeto de estudos como provavel abordagem terapéutica no tratamento da
endometriose (NAP et al, 2004).

2.2 BEVACIZUMABE

Bevacizumabe é um anticorpo monoclonal humanizado recombinante 1gG1l
especifico com alta afinidade pelo Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF -
Vascular Endothelial Growth Factor) (KRAMER e LIPP, 2007). O mecanismo de
acao do Bevacizumabe consiste em se ligar ao VEGF e impedir que o mesmo se
ligue aos seus receptores tirosina quinase Flt-1 (VEGFR-1) e KDR (VEGFR-2), na
superficie das células endoteliais, reduzindo assim a vascularizacdo dos tumores e
inibindo o crescimento tumoral (ANVISA, 2014).

Produzido pelo laboratério Roche sob o nome comercial de Avastin®
(ANVISA, 2014), Bevacizumabe foi aprovado em fevereiro de 2004 pelo FDA (Food
and Drug Administration) para o tratamento de primeira linha do cancer colorretal
metastatico, depois que resultados de estudos demonstraram aumento na sobrevida
dos pacientes tratados com Bevacizumabe em combinacdo com outros agentes
quimioterapicos (FERRARA et al., 2005). Suas indicagbes sdo: cancer colorretal
metastatico (CCRm) em combinacdo com quimioterapia & base de fluoropirimidina;
cancer de pulmdo de ndo pequenas células localmente avancado, metastético ou
recorrente em combinacdo com quimioterapia a base de platina; cancer de mama
metastatico ou localmente recorrente (CMM) em combinacdo com paclitaxel; cancer
de células renais metastatico e/ou avancado (MRCC) em combinacdo com
alfainterferona 2a e céancer epitelial de ovario, tuba uterina e peritoneal primario
(ANVISA, 2014).
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A apresentacdo de Avastin® existente no mercado € a forma injetavel para
infusdo intravenosa, com apresentacdes de 100 mg com 1 ampola de 4 mL ou 400
mg com uma ampola de 16 mL (25mg/mL) (ANVISA, 2014).

Os efeitos adversos mais comuns do Bevacizumabe séo hipertenséo, fadiga
ou astenia, diarreia e dor abdominal; Sindrome da Encefalopatia Posterior
Reversivel (SEPR); neutropenia; insuficiéncia cardiaca congestiva; proteindria,
reacoes de hipersensibilidade e insuficiéncia ovariana/fertilidade (que pode causar
problemas na fertilidade feminina). Outros eventos mais graves que podem ocorrer
sao: perfuracoes gastrintestinais; hemorragia, incluindo hemorragia
pulmonar/hemoptise, mais comum em pacientes com cancer de pulmdo de né&o
pequenas células e tromboembolismo arterial. Podem acontecer alteracbes no
processo de cicatrizacdo e mais raramente fasciite necrosante, uma infeccao rara
nas camadas profundas da pele (ANVISA, 2014).

O VEGF desempenha um papel essencial na angiogénese fisiolégica e
patolégica; tem a capacidade de promover o crescimento das células endoteliais
vasculares derivadas de artérias, veias e vasos linfaticos e aumentar a
permeabilidade vascular (FERRARA et al.,, 2005). Pacientes portadoras de
endometriose possuem maior quantidade de VEGF no fluido peritoneal, além de
uma maior expressao do VEGF nos endométrios eutépico e ectdpico. O crescimento
tumoral e angiogénese do implante endometrial sofrem acéo direta do VEGF que é
produzido pelos implantes endometriais e pelos macrofagos peritoniais, o que
parece ser essencial para a sua sobrevivéncia e desenvolvimento em uma
localizac&o ectopica (RICCI et al., 2011).

Experimentos feitos com inibidores da angiogénese e outros ligantes do VEGF
estdo sendo realizados em animais a fim de se estabelecer uma relacao entre a
angiogénese patolégica da endometriose e o VEGF. Em todos eles foi observada
diminuicdo do numero de implantes endometriais (RICCI et al., 2011).

No estudo realizado por Ricci et al., (2011) foi induzida endometriose
experimental em ratos camundongos “BALB/c” fémeas, com 2 meses de idade e
iniciado tratamento 2 semanas antes da cirurgia e continuado por mais 2 semanas
apos a cirurgia. Os ratos foram divididos em dois grupos: o primeiro recebeu
Bevacizumabe e o segundo solugdo salina, ambos por via intraperitoneal. Apos
duas semanas de tratamento os animais foram sacrificados e os resultados desse

estudo revelaram que o grupo tratado com Bevacizumabe apresentou significativa
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reducdo do tamanho das lesGes, aumento dos niveis de apoptose em células
epiteliais das lesbes endometritticas, diminuicdo dos niveis de VEGF no fluido
peritoneal e reducdo da densidade vascular nas lesdes. No entanto, ndo foi
observado efeito significativo de Bevacizumabe sobre o numero de lesdes.

Em outro estudo realizado por Soysal et al.,, (2014), ratas WISTAR foram
divididas em trés grupos: o primeiro grupo recebeu leuprolide depot, um agonista do
GnRH, em injecao subcutanea dose Unica; o segundo grupo recebeu Bevacizumabe
injecado intraperitoneal e o terceiro grupo recebeu solucéo salina. Apos trés semanas
do tratamento, os ratos passaram por uma laparotomia, as lesées foram analisadas
e os resultados demonstraram que o bevacizumabe em relag&o ao leuprolide possui
efeitos similares, ambos foram capazes de diminuir o crescimento dos implantes
endometridticos e aumentar os niveis de apoptose em relacdo ao grupo controle.
Apesar dos agonistas do GnRH serem atualmente um dos agentes mais usados no
tratamento da endometriose, 0 mesmo ndo pode ser usado por longos periodos por
causa de seus efeitos colaterais como sintomas de climatério e problemas com
perda de densidade 6ssea, neste estudo fica comprovado a possibilidade do uso do
Bevacizumabe como tratamento opcional, no entanto € necessério ressaltar que
este também inibe o VEGF fisioldgico, causando efeitos colaterais como problemas
gastrointestinais, cardiovasculares e hemorragia pulmonar.

O uso de anticorpos monoclonais radiomarcados com propésito diagnostico
nao é um conceito novo dentro da area de medicina nuclear, ha muito se utiliza este
recurso. O anticorpo monoclonal é chamado assim porque deriva da proliferacédo e
secrecao de um unico clone que é obtido a partir da fusdo celular entre células de
baco obtidas de um camundongo imunizado e células de um mieloma de rato para
formar um hibridoma, que dé imortalidade a linhagem de célula. A melhor linhagem
de célula de anticorpo produzida no hibridoma é selecionada e as células hibridas
resultantes possuem as mesmas caracteristicas das células de origem, sintetizando
anticorpos e se mantendo por tempo indeterminado em cultura (DIAS, 2005). Na
figura 9, o esquema de producdo de anticorpos monoclonais é explicado mais

detalhadamente:
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Figura 9 - Ciclo de produgéo de anticorpos monoclonais (Fonte: Kuby, 2002).

A tecnologia de hibridomas permitiu a producdo de anticorpos monoclonais com
alta especificidade para antigenos associados a tumores e outras patologias. Esta
caracteristica permite que eles sejam usados como carreadores de radionuclideos
altamente especificos para células e 6érgdos. Os principais isétopos empregados
para a marcacao de anticorpos para diagnéstico sao: iodo-131 e lodo-123, Indio-111
e tecnécio-99m (DIAS, 2005). Atualmente mais de 80% dos radiofarmacos usados
em medicina nuclear utilizam o tecnécio-99m como marcador diagndéstico. A
marcacdo de biomoléculas com *°"Tc pode ser feita através de dois métodos: o
meétodo indireto e 0 método direto de marcacdo. No meétodo indireto, sdo usados
agentes quelantes bifuncionais que fazem a ligacdo da biomolécula com o
radionuclideo. Ja no método direto, ndo ha necessidade de um agente intermediario,

neste caso € empregado um agente redutor que promove a reducgdo e a quebra das
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pontes dissulfeto dos anticorpos, permitindo assim a ligacdo do radionuclideo.
(MORORO, 2012).

O estudo realizado por Machado et al. (2015), demonstra o uso do
bevacizumabe como procedimento diagnostico ndo invasivo de endometriose. Os
autores trabalharam com ratas WISTAR, que foram submetidas a procedimento
cirargico de indugdo de endometriose peritoneal. Apds trés semanas do
procedimento as mesmas receberam o bevacizumabe injetavel via intra-ocular
marcado com tecnécio-99m. Os testes demonstraram que a imagem das lesdes se
revelou bem definida com bevacizumabe, confirmando a possibilidade deste ser

usado como método diagndstico nao invasivo de endometriose.

2.3 RADIOFARMACOS

De acordo com Araujo et al. (2008): “radiofarmacos sao substratos que
contém em sua estrutura um atomo radioativo e que por sua forma farmacéutica
podem ser usados com fins diagndsticos ou para tratamento de diversas patologias.
Sao vetores sem acao farmacolédgica e possuem afinidade por determinado érgao ou

funcao fisiologica ou fisiopatologica”.

Ou ainda, segundo a Resolugdo RDC 63 da ANVISA de 18 de dezembro de
2009:

‘Radiofarmacos: sao preparacfes farmacéuticas com finalidade

diagnodstica ou terapéutica que, quando prontas para 0 uso, contém

um ou mais radionuclideos. Compreendem também os componentes

nao-radioativos para marcacdo e os radionuclideos, incluindo os
componentes extraidos dos geradores de radionuclideos”.

O primeiro radionuclideo foi usado em humanos no ano de 1927, quando
Blumgart e Yens mediram a circulacdo humana injetando uma solucdo salina
exposta ao radonio. Em 1938, foi usado pela primeira vez o IODO-131 através dos

estudos de Hertz, Roberts e Evan sobre a funcdo da tiredide, marcando desta forma
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o inicio do uso sistémico de radionuclideos em clinica médica. (SANTOS-OLIVEIRA
et al, 2008 e CARNEIRO-LEAO, 2008).

No Brasil, uma parceria entre a Universidade de Sao Paulo (USP) e o
Conselho Nacional de Pesquisa (CNPg) em 1956, deu origem ao Instituto de
Energia Atdbmica (IEA) onde em 1957 foi inaugurado o primeiro reator nuclear, o IEA-
R1 que veio a produzir o IODO-131, primeiro radiois6topo produzido no pais. Em
1999, o IEA, atualmente denominado Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
(IPEN), produziu o seu primeiro radioisétopo PET: o Fluor-18 (CARVALHO, 2014).

A pesquisa, desenvolvimento e producdo de radiofarmacos no Brasil é
controlada e regulamentada pela Comissdo Nacional de Energia Nuclear (CNEN).
Até 2006, a CNEN teve o monopolio total sobre todos os radiofarmacos existentes
no pais, entretanto a Emenda Constitucional N° 49 de fevereiro de 2006, determinou
que radiois6topos com meia-vida igual ou inferior a duas horas e utilizacdo de
radiois6topos para pesquisas e usos meédicos, agricolas e industriais, pudessem ser
produzidos e comercializados pelo setor privado (CARVALHO, 2014).

Araujo et al. (2008), definem medicina nuclear como sendo a “especialidade
médica que utiliza substancias radioativas e suas propriedades nucleares para fazer
pesquisas médicas, diagndsticos fisiolégicos e anatbmicos e tratamentos
terapéuticos”. Os equipamentos de deteccdo empregados em medicina nuclear
utilizam os fétons emitidos para gerar imagens, sdo eles: camaras gama ou
tomégrafos para emissao de fotons, SPECT (Single Photon Emission Computer

tomography) e PET (Positron Emission Tomography).

Em medicina nuclear, os radiofarmacos podem ser empregados em
diagnéstico ou terapia de doencas. Em diagnostico, sao utilizados os radiofarmacos
que possuem em sua constituicdo radionuclideos emissores de radiacdo y ou B*
(positrons), estes tipos de radionuclideos decaem emitindo radiacdo eletromagnética
penetrante capaz de atravessar os tecidos e ser detectada pelo meio externo. Os
radiofarmacos de diagnéstico se dividem em radiofarmacos de perfusdo ou de
primeira geracdo e radiofarmacos especificos ou de segunda geracdo. Os de
perfusdo sédo aqueles que sao transportados no sangue até o 6rgao alvo atraves do
fluxo sanguineo normal e os especificos sado direcionados de forma seletiva por

moléculas biologicamente ativas que se ligam a receptores celulares ou sao
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transportados para o interior das células, como por exemplo: anticorpos ou
peptideos (OLIVEIRA et al., 2006).

Os radiofarmacos utilizados em terapia sdo compostos por radiagdes a ou [,
capazes de destruir os tecidos de forma seletiva e com pouca penetracdo. S&o
usados no tratamento do céncer e outras patologias. O radioisétopo deve ser
escolhido de acordo com as caracteristicas do 6rgédo afetado, do alvo terapéutico e
do radiofarmaco (CARVALHO, 2014).

A producédo de radionuclideos € feita de maneira artificial em reatores ou

aceleradores de particulas. Nos reatores sdo produzidos os radionuclideos que

decaem por emissao de particulas 7, por fissdo do 235y ou por captura de néutrons

e nos ciclotrons sdo produzidos os radionuclideos que decaem por captura

eletrénica ou emissao de particulas B* (OLIVEIRA et al., 2006).

Os radiofarmacos se dividem em geradores de radionuclideos, kits reativos
liofilizados para marcar com ®°™Tc e os precursores de radiofarmacos.

Os geradores de radionuclideos sdo sistemas em que um radionuclideo de
meia-vida longa decai em outro radionuclideo e este € extraido ou eluido para a
preparacdo do radiofarmaco. Os kits liofilizados s&o preparacdes para serem
reconstituidas e/ou combinadas com radionuclideos na preparacdo final do
radiofarmaco. Por fim, os precursores de radiofarmacos compreendem qualquer
radionuclideo produzido na radiomarcagédo de uma substancia (ALMEIDA, 2013).

O radioisétopo mais usado em medicina nuclear é o tecnécio-99m, utilizado
em 90% dos procedimentos diagnosticos de medicina nuclear. Seu uso massivo se
deve as suas caracteristicas fisico-quimicas favoraveis: meia-vida fisica de 6,01
horas, decaimento por emissédo de radiagao y com fotons de 140 keV, possibilidade
do metal em atingir estados de oxidacdo e coordenag¢do e dar origem a varios
radionuclideos diferentes, baixos indices de reacdes adversas, facilidade em se
obter através dos geradores de *°Mo/*°™Tc (Molibdénio-99/Tecnécio-99 metaestavel)
(figura 10) e a simplicidade na sua reconstituicdo através dos kits liofilizados
(BRAGA, )2015).



Figura 10 - Geradores de tecnécio-99m. O da esquerda, com plastico transparente, permite a observagédo

de parte do sistema de eluicdo e da blindagem (Fonte: Mengatti, 2010).

Nos ultimos anos foram desenvolvidos varios reagentes liofilizados para

marcacado com tecnécio-99m (ALMEIDA, 2013). Estes reagentes estdo descritos na

tabela 1:

ALBUMINA

Estudo do sistema linfatico

DEXTRAN 500

Linfocintilografia, pesquisa de linfonodo sentinela

DISIDA (disofenina)

Cintilografia hepatobiliar

DMSA (acido dimercaptusuccinico)

Cintilografia renal

DPTA (acido dietilenodiaminotetracético)

Cintilografia renal, ventilagdo pulmonar, cerebral

EC (etileno dicisteina)

Estudo da fungdo renal

ECD (etileno dicisteina dietil éster)

Cintilografia cerebral

ESTANHO COLOIDAL Cintilografia esplénica

FITATO Cintilografia hepatica e linfocintilografia
GLUCOHEPTONATO Cintilografia renal e cerebral

MAA Cintilografia pulmonar e roll

MDP Cintilografia dssea

MIBI (metoxi-isobutil-isonitrila)

Cintilografia miocardica, mamaria e paratireoide

PIRO (pirofosfato)

Cintilografia dssea, miocardica, marcagéo de heméacias

Tabela 1 - Kits de reagentes liofilizados usados para diagnéstico e marcagédo com Tecnécio-99m (Fonte:

Manual de especificacdes técnicas dos radiofarmacos, IPEN, 2013).
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2.4 NANORRADIOFARMACOS

Os nanorradiofarmacos sédo radiofarmacos desenvolvidos em escala
nanométrica (BRAGA, 2015), que podem ser obtidos de duas formas: através da
encapsulacdo de um radiofarmaco radioativo ou através da encapsulagdo de um
farmaco nao radioativo e posterior incorporacdo de um radionuclideo como o
tecnécio por exemplo (SANTOS-OLIVEIRA, 2011).

Santos-Oliveira (2011), afirma que o0s avangcos em nanotecnologia sao
responsaveis pelo surgimento de uma nova ciéncia chamada nanomedicina e que 0s
nanorradiofarmacos representarem o futuro dentro da area de medicina nuclear.

Particulas em escala nano e micro, melhoram o desempenho dos
radiofarmacos, otimizando sua penetrabilidade e especificidade. O atual progresso
dentro da area de nanotecnologia farmacéutica tem permitido a concepgéo de nano
e microparticulas capazes de agir de forma cada vez mais seletiva no tratamento e
no diagnostico de patologias, sobretudo dentro da area de oncologia. A combinacao
de varios tipos de nanocarreadores de farmacos com métodos nucleares de imagem
cada vez mais modernos e eficientes como o PET /CT (Tomografia por Emisséo de
Pésitrons) e SPECT / CT (Sistema de Tomografia Computadorizada de Féton Unico
Combinado) representam a possibilidade de detectar doencas de maneira cada vez

mais precoce e mais eficiente (PATRICIO et al, 2013).

2.5 NANOTECNOLOGIA

Duran et al. (2006), definem nanotecnologia como sendo a tecnologia usada
para manipular estruturas muito pequenas, tornando possivel a criacdo de estruturas
impossiveis de serem criadas utilizando tecnologia convencional. A palavra
nanotecnologia vem do prefixo grego “nano” que significa “ando” e se relaciona com
a unidade de medida “nandmetro” que corresponde a um bilionésimo do metro ou
um milésimo de milimetro. Fazendo uma comparacédo com a espessura de um fio de

cabelo, este possui cerca de 100.000 nm de espessura.
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A nanotecnologia € a aplicagdo tecnoldgica de objetos que tenham ao menos
uma de suas dimensdes fisicas medindo entre 0,1 e 100 nandémetros, ou seja,
aproximadamente 10° metros ou 1 bilionésimo de metro (FAHNING e LOBAO,
2011). Os nanocarreadores podem ser classificados: em microparticulados quando
apresentam diametro superior a 1 ym ou nanoparticulados quando possuirem
diametro entre 10 e 1000 nm (ASSIS, 2007).

A nanotecnologia é um campo cientifico multidisciplinar que abrange véarias
areas do conhecimento como a quimica, fisica, biologia e engenharia. E
revolucionéria, porque controla fendbmenos que seriam inconcebiveis no mundo
macro, no entanto possuem grande importancia a nivel nanométrico (DURAN et al.,
2006). Materiais na escala nanométrica, apresentam propriedades quimicas, fisico-
guimicas e comportamentais diferentes daquelas apresentadas em escalas maiores,
a nanotecnologia se aproveita destas novas propriedades para desenvolver produtos
com diferentes tipos de aplicacdes tecnoldgicas (FAHNING e LOBAO, 2011).

O termo nanotecnologia surgiu em 1959 na Califérnia, em uma palestra
intitulada “There’s plenty of room at the bottom” (Ha muito espaco l& em baixo), onde
Richard Phillips Feynman, Prémio Nobel de Fisica de 1965, sugeriu que em um
futuro préximo, os engenheiros poderiam manipular os atomos e criar novas
propriedades, desde que néo violassem as leis da natureza. Ou seja, manipular os
atomos e criar novos materiais que ndo ocorram naturalmente na natureza.

Em 1974, Norio Taneguchi, pesquisador da universidade de Téquio, utilizou
pela primeira vez o termo “nanotecnologia” para descrever a fabricacdo precisa de
novos materiais com escalas nanométricas (FAHNING e LOBAO, 2011).

A criacdo dos microscoépios de tunelamento por Binning e Rohrer nos anos 80
foi um grande marco no desenvolvimento da nanotecnologia, ja que possibilitou ndo
s6 enxergar, como também manipular na escala nanométrica (FAHNING e LOBAO,
2011).

A partir da década de 1980, a palavra nanotecnologia se popularizou com o
langamento do livro Engines of Criaton: The coming era of nanotechnology, de Eric
Drexler (1986), na obra o cientista sugeria a construcdo de maquinas em escala
molecular de alguns nandmetros: como bragos de robds, motores e até
computadores menores que uma célula. Drexler foi desacreditado e passou dez
anos trabalhando em seus aparelhos a fim de provar que n&o se tratava de ficgéo

cientifica.



38

Vérios outros estudos vieram a partir do trabalho de Drexter, entre eles as
descobertas sobre as ligagdes quimicas entre dois atomos de carbono adjacentes.
Em 1985, Kroto et al, desenvolveram os fulerenos, estruturas nanomeétricas
altamente simétricas, com formato esférico formado por hexagonos interligados por
pentagonos, o que lhe confere uma estrutura tridimensional. Depois destas
descobertas, em 1991, Sumio Lijima desenvolveu os nanotubos de carbono, uma
estrutura em formato tubular fechado (NOVO, 2013).

No inicio da década de 1990, muitos cientistas ja trabalhavam na area de
nanotecnologia, porém esta tecnologia sé passou a ter repercussdo mundial a partir
de 2001, quando os Estados Unidos lancaram o programa americano "National
Nanotecnology Initiative” (NNI). No mesmo ano a China lancou seu programa,
criando o Comité Nacional para Nanociéncia e Nanotecnologia (NSCNN) e
publicando o programa "National Nanotechnology Development Strategy 2001-
2010", semelhante ao NNI, apesar de o pais ja financiar acdes especificas de
nanociéncia e nanotecnologia desde o inicio da década de 1990 (PLENTZ e
FAZZIO, 2013).

Os paises que mais investem em nanotecnologia sdo os Estados Unidos, a
Europa e o Japao, representando cerca da metade dos investimentos do mundo.
Cada um destes paises investe aproximadamente um bilhdo de ddlares ao ano.
Outros paises como a RuUssia, a China, a india e o Brasil também tém feito
investimentos significativos nos ultimos anos, apenas o governo brasileiro ja investiu
R$ 140 milhdes entre 2001 e 2006 em redes de pesquisa e projetos na area de
nanotecnologia (ROSSI-BERGMANN, 2008).

As iniciativas do governo brasileiro em nanotecnologia se iniciaram em 2001
através do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq) e com a criacdo de quatro redes cooperativas de pesquisa e quatro institutos
virtuais (milénios) que permitiram o mapeamento das competéncias nacionais. Entre
2002 e 2005 as redes envolveram 300 pesquisadores, 77 instituicbes de ensino e
pesquisa, 13 empresas, publicaram mais de 1000 artigos cientificos e depositaram

mais de 90 patentes.

Em 2004 foi implementado o Programa “Desenvolvimento da Nanociéncia e
Nanotecnologia”, no ambito do Plano Pluri Anual (PPA) 2004 — 2007, que assegurou

0 apoio a pesquisa basica, a pesquisa entre Instituto de Ciéncia e Tecnologia (ICT) e
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empresas, fortalecendo as redes existentes e a infraestrutura laboratorial
(NANOTECNOLOGIA,2006). Este programa foi elaborado com base nas
recomendacdes de um grupo de trabalho instituido via Portaria MCT n°® 252, de
16.05.2003. Em 2005, o presidente da Republica, Luiz Inacio Lula da Silva, e o
ministro da Ciéncia e Tecnologia, Sérgio Rezende, lancaram um Programa Nacional
de Nanotecnologia que contou com recursos do PPA e recursos dos fundos
setoriais, elevando o patamar de investimentos do Ministério da Ciéncia e
Tecnologia (MCT) em nanotecnologia e possibilitando a ampliacdo do namero de
iniciativas nesse setor (PLENTZ e FAZZIO, 2013).

Qualquer estrutura pode ser reduzida. Um dos maiores beneficios da
nanotecnologia € o aumento da area de superficie dos materiais na escalo nano
fazendo com que estes materiais se tornem bem mais reativos. Os chamados
nanomateriais ndo precisam ser feitos exclusivamente de nanoparticulas, no entanto
devem contém estruturas nhanomeétricas em sua composicao, permitindo portanto a
obtencéo de novas propriedades e aplicacdes. Desta forma a principal vantagem da
nanotecnologia € a descoberta de novas propriedades, que pode ser a partir do
efeito da reducéo do tamanho; da juncdo de diferentes materiais nanos ou derivadas
do efeito quantico (DURAN et al., 2006).

FIGUEIRAS et al. (2014), destacam, que outros beneficios importantes da
liberacdo controlada do farmaco incluem a diminuicdo de efeitos colaterais em
relacdo as terapias convencionais; a reducdo da concentracdo do farmaco no
organismo; melhorados perfis farmacocinético e farmacodinamico; possibilidade de
administracd@o intravenosa de alguns farmacos com o aumento da sua solubilidade;
reducdo da perda do farmaco no seu ciclo e aumento da sua concentracdo no sitio-
alvo; melhora da estabilidade e diminuicdo da degradacdo do farmaco e uma maior

captacao (uptake) celular e intracelular.

2.5.1 Métodos de preparacdo de nanomateriais

Existem dois métodos empregados na preparacdo de nanomateriais (figura 11):

bottom up (de baixo para cima) e top down (de cima para baixo).
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Dduran et al. (2006), definem estes dois métodos da seguinte maneira:

‘O meétodo top down (“de cima para baixo”) refere-se a
diminuicdo do material de sua forma volumosa (bulk) para
dimensBes nanométricas por técnicas de litografia. Esse método,
no entanto, tem encontrado limitacées sendo pouco utilizada”.

‘O método bottom up (“de baixo para cima”), abordado
inicialmente por Richard Feymann, refere-se a construcdo de
dispositivos a partir de atomos ou moléculas ligados
guimicamente. Nesse caso, as estruturas sao vistas como
versateis “blocos de construgao” para a obtencgao de dispositivos
nanométricos, por exemplo, a funcionalizacdo de um substrato
com moléculas de propriedades e funcdes especificas”.

Figura 11 - Abordagens utilizadas para desenvolvimento de Nanoestruturas (Fonte: ALVES, 2010).

2.5.2 Aplicagdes da nanotecnologia

A aplicagcdo dos nanomateriais vai desde o desenvolvimento de um simples
vidro a prova de arranhdes até sistemas precisos de carregamento e liberacdo de
farmacos. Estimativas sugerem que em 2015 todo o setor de semicondutores e a
metade do setor farmacéutico dependerdo da nanotecnologia, com um mercado
mundial girando em torno de US$ 1 trilhdo (ROSSI-BERGMANN, 2008).
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Os setores em maior relevancia no ambito da nanotecnologia s&o: tecnologia
da informacéo, energia, ciéncia ambiental, medicina, seguranca interna, seguranca
alimentar e transporte, entre outros.

A industria farmacéutica tem desenvolvido novos materiais baseados em
nanoestruturas: sistemas de difusdo de medicamentos que atinjam pontos
especificos no corpo humano; préteses biocompativeis com o6rgdos e fluidos
humanos; materiais para a regeneracdo de 0ssos e tecidos; produtos para
recuperacdo da pele; kits de autodiagndstico, que podem ser utilizados em casa,;
sensores laboratoriais construidos sobre chips; produtos contendo cores fisicas
(indice de refracdo); protetores solares e produtos para maquiagem (FAHNING e
LOBAO, 2011).

Entre as varias aplicacdes da Nanotecnologia, algumas das mais promissoras
e com maior potencial para produzir impacto direto na vida das pessoas estéo
relacionadas com as ciéncias biomédicas. As Nanociéncias e a Nanotecnologia tém
criado e transformado uma grande variedade de produtos e servicos passiveis de

melhorarem a pratica clinica e a saude publica (FIGUEIRAS et al., 2014).

2.5.3 Nanobiotecnologia

Nanobiotecnologia é descrita por DURAN et al. (2006), como sendo o estudo,
processamento, fabricacdo e desenho de dispositivos organicos, nanomateriais para
atuacao biologica ou biomateriais, em que pelo menos um componente funcional
possui tamanho nanométrico. A nanobiotecnologia € a aplicacdo da nanotecnologia
nas ciéncias da vida.

As areas mais importantes da nanobiotecnologia sdo: a nanomedicina (biologia
molecular e genética); a fisica-médica (diagndstico); a nanocosmecéutica
(cosméticos com efeitos farmacolégicos consideraveis); o uso de sistemas biolégicos
como moldes (templates) no desenvolvimento de produtos novos na nanoescala e o
desenvolvimento de nanofarmacos (farmacos encapsulados). A nanobiotecnologia
possibilita que o diagndstico das doencgas seja feito de forma mais precoce,
melhorando assim o tratamento. Também se mostra promissora em aumentar a

eficiéncia do processo de desenvolvimento de farmacos. (DURAN et al., 2006).
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2.5.4 Nanocarreadores de farmacos

Nanocarreadores sao ferramentas terapéuticas, fabricados em escala nano,
que s&o desenvolvidos para se acumularem especificamente em locais do
organismo e sao necessarios para atingir uma melhor resposta farmacoterapéutica.
O farmaco é ligado ao nanocarreador e assim consegue se ligar ao seu sitio alvo de
forma mais eficaz e com menos toxicidade.

Existem diversos processos usados para a conjugacdo do farmaco com o
nanocarreador. A estratégia de direcionamento é muito importante para 0 sucesso
da terapia. O farmaco pode ser adsorvido, ligado covalentemente a superficie do
transportador, ou encapsulado por este. A ligacdo covalente tem a vantagem de
possibilitar controlar o nimero de compostos terapéuticos que se ligam. A entrega
em um alvo especifico é alcancada utilizando mecanismos ativos ou passivos. Apos
a chegada do conjugado farmaco-nanocarreador ao tecido alvo, os agentes
terapéuticos séo liberados através de alteracdes no ambiente fisiologico, tais como

temperatura, pH, osmolaridade ou atividade enzimética (FIGUEIRAS et al., 2014).
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e O objetivo principal deste trabalho € realizar uma avaliacdo comparativa entre 0os
resultados obtidos dos testes de biodistribuicdo de duas formulacdes para
diagnéstico por imagem da endometriose: o Bevacizumabe radiomarcado com
tecnécio-99m na forma convencional e o Bevacizumabe radiomarcado na forma
de nanoparticula.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar o procedimento de marcacédo da nanoparticula de bevacizumabe com
tecnécio-99m, utilizando a técnica de marcacéao direta e empregando cloreto
estanoso como agente redutor;

e Repetir o estudo de Machado et al, 2015, utilizando a nanoparticula de
bevacizumabe marcada com tecnécio-99m em ratas WISTAR com endometriose
peritoneal induzida em modelo experimental,

e Analisar o estudo de biodistribuicdo das formulacdes destacando os pontos
positivos e negativos de cada apresentacao.
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4.0 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

e Bevacizumabe (Avastin®) 25mg/mL, fabricado pelo laboratério Roche®, Lote:
B6026B02, Validade: 03/2015;

e Cloreto Estanoso (SnClz), fabricado pelo laboratério Sigma Aldrich®;

e Tecnécio 99-metaestavel (°**™Tc) IPEN/CNEN, fornecido pela Universidade
Estadual do Rio de Janeiro (UERJ);

e Cetamina 10g/100mL, fabricado pela Syntec®, Lote: 005/14, Validade:
06/2016;

e Xilazina 2g/100mL, fabricado pela Syntec®, Lote: 003/14, Validade: 04/2016.

4.1.1 Equipamentos

e Balanga Ay220, Shimadzu;
e Contador gama Perkin Elmer, modelo Wizard® 2470

e Calibrador de dose CRC®25R, Capintec;

4.1.3 Animais

e Duas ratas WISTAR adquiridas do Biotério da Universidade Estadual da Zona
Oeste (UEZO). Os animais receberam cuidados conforme os protocolos do
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-UEZO).
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4.2 METODOS

4.2.1 Modelo experimental de endometriose em ratas WISTAR

A endometriose foi induzida em duas ratas WISTAR sadias, operadas pelo
Doutor Daniel Escorsim Machado, de acordo com o método descrito por Vernon and
Wilson (1985), descrito mais detalhadamente em (MACHADO, 2009; MACHADO et
al., 2010). O procedimento cirargico (figural2) foi realizado da seguinte maneira:
primeiro as ratas foram anestesiadas com cetamina e xilazina via intramuscular. O
abdbémen foi aberto através de uma incisdo mediana de 3 cm a fim de expor o utero.
A seguir foi feita ligadura e secc¢ao do corno uterino direito. O segmento foi colocado
em solugao salina tamponada com fosfato a 37°C e dividido longitudinalmente; o
endométrio foi entdo seccionado em fragmentos de 5 x 5 mm. Os implantes foram,
em seguida, fixados no peritdnio do lado direito da parede abdominal ventral,
utilizando fio de sutura de polipropileno (Prolene 6-0, Ethicon, Piscataway, NJ). O
abddmen foi fechado e os animais liberados para se recuperarem da anestesia.

Figura 12 - Procedimento cirdrgico para o estabelecimento das lesdes endometridticas em ratas. (A)
Regiéo peritoneal aberta e Gtero localizado; (B e C) Corno uterino retirado e colocado em meio de cultura
(D) Fragmentos de endométrio coletados apds abertura longitudinal do corno uterino (Fonte:
MACHADO, 2009).
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4.2.2 Obtencéo da nanoparticula de Bevacizumabe

As nanoparticulas de acido poli-latico, alcool poli-vinilico e bevacizumabe a
2% (PLA/PVA/BEVACIZUMABE) utilizadas no experimento, foram preparadas e
cedidas por BRAGA (2015), utilizando o método de dupla emulsificagdo seguido pela
evaporacao do solvente, segundo o protocolo descrito por Patricio e colaboradores
(2014).

O processo de obtencdo das nanoparticulas se divide em quatro etapas

descritas a sequir:

12 Etapa: Preparacido da Emulsdo Agua/Oleo (a/o):

Em 2 mL de diclorometano (CH2CIz) foram dissolvidos 50 mg de &cido poli-
lactico (PLA). Esta solugdo foi vertida sobre 200 pL de uma solug&o aquosa a 2%
Bevacizumabe (Avastin®) e 0,1% de alcool poli-vinilico (PVA). Em seguida foi
realizado ultrassonicagéao a 55 W (2 ciclos de 30 segundos com intervalos de 10
segundos de parada) (Ultrassonic processor - GEX600). No final desse processo

obteve-se uma emulsé&o a/o (figura 13).
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| Fase orginica
(2 ml CH:ClL

+ 50 mg PLA)

Fase Agquosa

(200 pl PVA (0,1 %) + |
Bevacizumabe (2 %)) | l

Ultrassonicador
(55 W, 2 cilcos de 30 s

1*Et
com intervalo de 10 s) apa

Figura 13 - Preparacdo da Emulsdo Agua/Oleo (a/o) com 2% de Bevacizumabe. (Fonte: BRAGA, 2015).

22 Etapa: Preparacdo da Emulsdo Agua/Oleo/Agua (a/o/a):

Em seguida, 4 mL de uma solucdo aquosa de 0,7% de PVA, foi gotejada
sobre a primeira emulsdo obtida. Ao término do gotejamento foi realizado a
ultrassonicacdo a 55 W (2 ciclos de 30 segundos com intervalos de 10 segundos de

parada), obtendo-se por fim, uma emulsdo a/o/a (figura 14).

Fase ;—‘Lquusﬁ
(4 ml PVA (0,7 %))

Emulsio a'o

H

Ultrassonicador
(55 W, 2 cilcos de 30 s

2*Ft
com intervalo de 10 s) apa

Figura 14 - Preparacio da Emulsdo Agua/Oleo/Agua (a/o/a) com 2% de Bevacizumabe. (Fonte: BRAGA,
2015).
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32 Etapa: Evaporacao do Solvente Orgéanico:

A emulsdo final foi evaporada no rotaevaporador (Fisatann - MFP - 3D-
BIOTM) sob vacuo a temperatura ambiente (aproximadamente 30°C) durante 20

minutos a 60 rpm para eliminacdo do excesso de diclorometano (figura 15).

Rotaevaporador
(d vacuo a temperatura ambiente
por 20 minutos a 60 rpm)

Emulsiao a'o/a

3" Etapa

Figura 15 - Evaporacéo do Solvente Organico da Emulsio Agua/Oleo/Agua (a/o/a) com 2% de
Bevacizumabe. (Fonte: BRAGA, 2015).

42 Etapa: Retirada do Excesso de residuos:

O conteudo final foi entdo centrifugado (Beckman TL-100 ultracentrifuge) a
20238 x g, 2000 rpm, a 25°C por 10 minutos. Ao término da ultracentrifugacdo as
nanoparticulas foram resuspensas em agua purificada e re-centrifugadas mais duas
vezes, obtendo-se no fim, nanoparticulas a 2% de Bevacizumabe

(PLA/PVA/BEVACIZUMABE) (figura 16).



N _ O

BICEYLE e

Nanoparticulas com

excesso de residuos Ultracentrifugacio

(325°C a 2000 rpm, 20238 x g,
durante 10 minutos)

Retirado do sobrenadante,
seguida de resuspencio para
4* Etapa re-centrifugacio por mais 2 vezes
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Figura 16 - Retirada do Excesso de residuos das nanoparticulas de PLA/PVA/BEVACIZUMABE. (Fonte:

BRAGA, 2015).

4.2.3 Marcagdo do Bevacizumabe na forma convencional e na forma de

nanoparticula com *°mTc

O bevacizumabe, tanto o convencional quanto a nanoparticula, foram

marcados utilizando a técnica de marcacdo direta e empregando cloreto estanoso
como agente redutor (BRAGA, 2015; MACHADO et al.,, 2015). Em um tubo de

ensaio foram adicionados 10mL de cloreto de sodio (CINa) e 30ug/mL de cloreto

estanoso (CISnz). Logo em seguida foi retirada desta solugdo 1mL e acrescentado

9mL de CINa + 150uL da nanoparticula; esta nova solucédo foi incubada por 10

minutos e dela retirado 150uL e colocado em um novo tubo de ensaio onde foram

acrescentados 300uL/100uCi de pertecnetato de sodio (Na99mTcO4) e incubado

por mais 10 minutos (figura 17).



)
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— " CINa (10mL)
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C

o (3001l /10011CiH
desta solucao

CIS 30upg/mL
n2 (30pg/mL) (.‘.J
Retira 1mL (*"tcOx)Na

P || CISnz(1mL)

C|Na(9m|_& l ¥ Avastin® (150uL) = U

T Solucéo de CINa + s

1

O

(l rrem

Retira 150uL
desta solucao

Figura 17: Esquema de marcacao direta do Avastin® utilizando cloreto estanoso como agente redutor.
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4.2.4 Estudo de biodistribuicdo do Bevacizumabe radiomarcado com %°™Tc

(convencional e nanoparticula)

O estudo de distribuicdo do Bevacizumabe, na forma livre e na forma de
nanoparticula, foi realizado na em ratas WISTAR do biotério da Universidade da
Zona Oeste (UEZO). Os animais foram tratados de acordo com o0s protocolos
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UEZO.

#

Figura 18 - Dissecagdo da rata WISTAR para retirada dos 6rgdos apos sacrificio na camara de gas
didxido de carbono

No estudo reproduzido de acordo com o método descrito por MACHADO et al.
(2015) e BRAGA (2015), foram usadas duas ratas WISTAR portadoras de
endometriose ja induzida previamente e anestesiadas com cetamina (200uL) e
xilazina (100puL) via intramuscular. Uma das ratas, com o peso de 266,7 gramas
recebeu 150uL da solucédo contendo a nanoparticula do Bevacizumabe marcado
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com °™Tc e a outra rata, pesando 243,7 gramas, recebeu a mesma dosagem de
Bevacizumabe (150yuL), também marcado com *°™Tc, s6 que na forma convencional.
Apos uma hora, as ratas foram sacrificadas com Co2 por asfixia, seus o6rgaos,
sangue e lesdes endometridticas removidos (figura 18), colocados em tubos

identificados e levados ao contador gama (figura 19) para que a radioatividade fosse

quantificada.

Figura 19 - Contador Gama Perkin Elmer modelo Wizard® 2470 utilizado no experimento para
guantificar a radiacéo.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo de biodistribuicdo do Bevacizumabe radiomarcado com *®"TC

Os resultados obtidos no contador Gama foram expressos em forma de

gréaficos, onde sdo demonstradas as concentracdes do Avastin® nos 6rgaos, sangue

e lesdes.
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Figura 20 - Biodistribuicéo do bevacizumabe (Avastin®).
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Figura 21 — Biodistribuigdo da nanoparticula de bevacizumabe (Nano-Avastin®).
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Os gréficos (figuras 20 e 21), demonstram os resultados dos testes de
biodistribuicdo e sdo expressos em porcentagem de dose por Orgdo. Através dos
resultados obtidos, € possivel verificar uma elevada absorcdo de ambas as
formulagbes nos rins, bem maior do farmaco livre em comparacdo com a
nanoparticula. Essa expressiva biodistribuicdo renal se deve a elevada taxa de
clearance sanguineo do radiofarmaco, uma caracteristica bastante desejavel, pois
minimiza os efeitos da radiacdo sobre o organismo do paciente. A meia-vida
biolégica do Avastin® é longa, 18 dias para o paciente feminino e 20 dias para o
paciente masculino (ANVISA, 2014), porém a meia-vida do radionuclideo tecnécio é
curta, 6,01 horas (BRAGA, 2015), deste modo, a combinacdo destes dois
parametros forma a meia-vida efetiva do radiofarmaco, que deve ser relativamente
curta para evitar a exposicao do paciente, porém suficientemente longa para que

seja possivel adquirir e processar as imagens (OLIVEIRA, 2006).

Afim de se obter uma melhor visualizacdo da biodistribuicdo do bevacizumabe
nos orgaos e lesbes, os mesmos graficos sdo apresentados sem a biodistribuicdo

nos rins.
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Figura 22 - Biodistribuico do Avastin sem a biodistribuicéo renal.
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Figura 23 - Biodistribui¢do do nano avastin sem a biodistribuicdo renal.

Nos gréficos (figuras 22 e 23), sem a biodistribuicdo renal, fica mais evidente a
biodistribuicdo nas lesGes e 6rgaos. A taxa de biodistribuicdo no sangue é bastante
elevada em ambas as formulagfes, no entanto a nanoparticula possui uma maior
concentracdo sanguinea em relacdo a forma livre, isso ocorre porque as
nanoparticulas hidrofébicas sdo rapidamente recobertas por proteinas do soro,
facilitando seu reconhecimento por macrofagos e neutréfilos e também devido a
forte ligacdo com as proteinas plasmaéticas, sobretudo a albumina (BRAGA, 2015),
essa caracteristica diminui a captacéo da droga pelo figado e pelo baco e favorece a
perfusdo sanguinea de outros 6rgdos e do sitio-alvo, neste caso a lesdo de

endometriose.

Os resultados evidenciam uma ampla absorcao do farmaco pelo figado, isso
acontece devido a rapida metabolizacdo da droga, 0 que é deveras importante em
se tratando de procedimentos diagndésticos. A nanoparticula demonstra uma menor
distribuicdo no figado em comparacdo ao farmaco livre, sendo mais efetiva em

diminuir o efeito de primeira passagem do radiofarmaco.

A ocorréncia de absorcdo no bago, pulméo e intestinos grosso e delgado se
deve a intensiva expressdo do VEGF nestes orgaos (MACHADO et al., 2015). Uma
boa expressdo do farmaco nos intestinos representa uma condicdo ideal para o
diagnoéstico da endometriose intestinal. No estdmago e no intestino, a nanoparticula

apresenta absorcao inferior a do farmaco livre, o que acarreta uma reducédo da
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quantidade de efeitos adversos indesejados, como distlrbios gastrointestinais
comuns ao farmaco, entre eles: perfuracdes intestinais e fistulas (ANVISA, 2014),

além do comprometimento na visualizacdo das imagens (BRAGA, 2015).

O cérebro € um 6rgao que nao deve ser afetado pela droga, sobretudo devido
ao risco de eventos cerebrais como a Sindrome de Encefalopatia Posterior
Reversivel* (SEPR), que pode causar eventos como convulsdes (BRAGA, 2015). Os
resultados demonstraram que a distribuicdo da droga no cérebro é infima, sobretudo

na nanoparticula, que possui uma absorcao cerebral inferior a do farmaco livre.

No coracdo, a concentracdo do farmaco € praticamente insignificante,
possuindo a nanoparticula uma concentracdo inferior a da droga livre neste érgao;
este fato colabora para reducdo de reacdes adversas consideraveis, especialmente
distarbios cardiovasculares como tromboembolismo arterial e venoso, insuficiéncia

cardiaca congestiva e hipertensédo (ANVISA, 2014).

A concentragdo pulmonar do avastin® obteve resultados bastante expressivos
e ja existem estudos que ressaltam que o VEGF € essencial para o desenvolvimento
do pulmédo e manutencdo dos alvéolos no pulméo adulto (McGrath-Morrow et al.,
2005). A nanoparticula apresenta uma ligeira diminui¢cdo na concentracdo pulmonar,
0 que pode representar uma vantagem em relacdo a droga livre, visto que o avastin®
pode causar hemorragia pulmonar/hemoptise, principalmente em pacientes com

cancer de pulméao de ndo pequenas células (ANVISA, 2014).

A biodistribuicdo do farmaco no utero foi satisfatéria e bem evidente,
principalmente em se tratando da nanoparticula comparada com a droga livre, essa
caracteristica € importante por ser o Utero um 6rgdo importante e diretamente
envolvido na patologia; além disso na lesdo também a concentracdo da avastin® foi
consideravel, em ambas as formulacbes, o que habilita sua funcdo como
radiofarmaco para diagnostico de endometriose. Neste caso também a
nanoparticula leva vantagem em relagdo ao farmaco livre, apresentando uma

concentracdo bem mais definida.

4N.A.: SEPR — Sindrome de encefalopatia posterior reversivel é uma sindrome aguda caracterizada por
cefaleias, alteracdo do estado de consciéncia, convulsdes, manifestacdes visuais, e alteracfes imagioldgicas
generalizadas de predominio posterior, reversiveis. Causada pelo uso de certos medicamentos, hipertensdo grave
e eclampsia.
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6.0 CONCLUSAO

A endometriose € uma patologia que acomete milhdes de mulheres em todo o
mundo, causando um quadro de dor e tristeza em suas pacientes, por ndo ter cura e
por ser de dificil resolucdo. O diagndstico da doengca é muitas vezes tardio e a
videolaparoscopia é o meétodo diagndstico definitivo, porém € um procedimento
cirdrgico e invasivo. Em busca de um método menos invasivo, foi proposto o uso do
anticorpo monoclonal bevacizumabe marcado com o radionuclideo tecnécio-99m,
como método de diagnéstico por imagem. O presente trabalho, estabelece uma
comparacao entre duas formulac6es do bevacizumabe: a forma livre e a forma de
nanoparticula.

Os resultados obtidos demonstraram que, a nanoparticula possui uma melhor
metabolizacdo no figado do que a forma livre, além de uma maior eliminacdo renal,
esses parametros farmacocinéticos sao importantes em se tratando de um
radiofarmaco de diagnostico, que precisa ser prontamente metabolizado e também,
rapidamente excretado, para evitar a acdo da radiacdo sobre o organismo do
paciente.

A absorcdo da nanoparticula no cérebro, no coracdo, no estbmago e nos
intestinos, foi inferior a absorcdo do farmaco livre, representando assim, uma
vantagem do nanorradiofarmaco, pois este reduz mais efetivamente os diversos
efeitos colaterais do farmaco nestes 6rgéaos.

No sangue e no utero, a nanoparticula obteve uma concentracao bem superior
a forma livre. No sangue, a elevada captacao, propiciou maior tempo de circulacdo
da droga no organismo e maior disponibilidade desta para atingir o sitio alvo. A
concentracdo no Utero, é relevante, por este ser um 6rgdo diretamente ligado a
fisiologia da doenca. A biodistribuicdo de ambas as formulagbes do bevacizumabe
na lesdo peritoneal, € suficiente para fornecer o diagndstico por imagem da
endometriose, no entanto a nanoparticula leva vantagem, por apresentar
concentracéo superior a do farmaco convencional.

Diante dos resultados e consideragbes discutidos, € possivel deduzir uma
eminente vantagem da nanoparticula em relacdo ao farmaco livre: melhor

metabolizacdo hepatica, distribuicdo sanguinea e eliminacdo renal; diminuicdo dos
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efeitos colaterais, 0 que acarreta mais seguranca para o paciente e 6tima eficiéncia

na identificacédo da leséo.
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7.0 OBJETIVOS FUTUROS

Aquisicdo de imagens afim de se avaliar o comportamento do radiofarmaco
em tempo real e também visualizar os focos endometriocos através dos

equipamentos de diagndstico por imagem de medicina nuclear.

Utilizacdo de outras drogas marcadas com tecnécio-99m no diagnostico de
endometriose. Podem ser utilizadas drogas antiangiogénicas como antihuman
vascular endothelial growth factor-A (anti-hVEGF), TNP-470, endostatina e

anginex.
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