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JOSE ALEXANDRE ANTUNES

PREAMBULO

No estadio actual de desenvolvimento do conhecimento cientifico, a conjugacao de cien-
cias exactas com areas de conhecimento tradicionalmente mais empirico como a Medicina,
comprova o enorme enriquecimento que pode resultar da interacgao entre as varias vertentes
do conhecimento. O importante contributo que areas como a biofisica, a electronica dos sinais
digitais ou o processamento digital de sinais deram para o avan¢o da Medicina, colocam esta
Ultima numa posicao privilegiada para que esse tipo de ligagao multidisciplinar seja efectivado.
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JOSE ALEXANDRE ANTUNES

A — Dados Epidemiologicos

Nas Ultimas décadas a Medicina sofreu grandes avancgos diagnosticos e terapeuticos. No
entanto, as doencas cardiovasculares mantem-se como a principal causa de morbilidade e mor-
talidade nos paises desenvolvidos [1].

O forte impacto destas patologias deve-se ao facto de serem doengas com um envolvi-
mento sistémico, poderem ter manifestacbes muitas vezes inaugurais graves, como um aci-
dente vascular cerebral (AVC), um enfarte agudo do miocardio ou mesmo morte subita, assu-
mirem quando nao fatais um caracter cronico, e de atingirem significativamente individuos em
idade produtiva.

Por outro lado, este grupo das doencas cardiovasculares parece particularmente suscep-
tivel de intervengao, pois responde de forma significativa a medidas de prevengao primaria,
secundaria e terciaria, como o demonstra por exemplo a diminui¢gao da taxa de mortalidade glo-
bal nos E.U.A. de 1950 para 1996 em 55% [2].

Temos assim reunidas condi¢cbes para justificar o envolvimento de esforcos a todos os
niveis no sentido de minorar o impacto socioeconémico deste grupo nosologico.

As doencas cardiovasculares manifestam-se clinicamente como doenca cerebrovascular,
doenca arterial periférica e doencga coronaria. Neste trabalho debrugar-nos-emos apenas sobre
esta Ultima.

B - Filogenia e Fisiologia gerais do aparelho cardiovascular

Todas as células vivas estao em actividade metabolica constante. Lipidos, glicose, ami-
noacidos, e oxigénio em aerobiose, tém que estar disponiveis para alimentar o metabolismo
celular. Por outro lado, os produtos de excregao resultantes da actividade metabolica tem de ser
removidos da célula para nao se tornarem toxicos. Em seres vivos unicelulares ou pluricelula-
res com uma organizagao simples como por exemplo os porifera ou platelminta, a difusao direc-
ta de solutos e solventes & suficiente para que as trocas anteriormente referidas ocorram nas
células; no entanto, no processo de evolugao dos animais metazoarios, algumas células fica-
ram tao distantes do ambiente exterior que houve uma pressao de selecgao para escolher os
organismos que desenvolveram sistemas circulatorios rudimentares, como sejam os perten-
centes ao filo Mollusca que possuem um sistema circulatorio aberto. Desta forma, os organis-
mos com um sistema vascular funcional capaz de manter a homeostasia a nivel dos tecidos e
dos 6rgaos continuaram a evoluir. Surgem assim os Annelida, com sistemas circulatérios fecha-
dos e um coracao tubular. Esses sistemas, semelhantes a tubos, sao formados por células e
contém no seu interior sangue, uma suspensao que possui, entre outros, pigmentos respirato-
rios capazes de armazenar e transportar oxigénio [3]. No topo evolutivo relativamente ao apa-
relho circulatorio, esta a superclasse dos Tetrapodes, pertencentes ao filo Cordatta e subfilo
Vertebratta: temos a classe dos peixes com apenas uma circulagao composta de sangue veno-
S0 e um coragao formado por 2 cavidades (uma auricula e um ventriculo), os répteis ja com
duas circulagcboes mas que se misturam parcialmente num coragao com 3 cavidades (duas auri-
culas e um ventriculo parcialmente septado), e as classes das aves e dos mamiferos
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possuidoras de duas circulagbes que funcionam em série e de um coragao com quatro cavida-
des (duas auriculas e dois ventriculos).

Uma particularidade extremamente importante do coracao € o facto de ter que cumprir a sua
fungao propulsora de sangue em circunstancias que por vezes apresentam um elevado grau de
exigéncia: numa situacgao de exercicio fisico, por exemplo, aquele 6rgao pode ser forcado a qua-
driplicar o seu débito [4,5]. Para fazer face ao elevado aporte sanguineo que o musculo cardia-
€o necessita para funcionar, o processo evolutivo levou ao desenvolvimento de um subsistema
circulatorio destinado a vascularizar o coragao, que se denomina circulagao coronaria.

C - A circulacao coronaria

As artérias coronarias nascem na raiz da artéria Aorta. Existem regra geral dois vasos prin-
cipais: um € a artéria coronaria direita que é responsavel pela irrigacao da auricula direita, do
ventriculo direito e da face inferior do ventriculo esquerdo; o outro & a artéria coronaria esquer-
da, que apbs um tronco comum se bifurca nas artérias descendente anterior e circunflexa. Estes
vasos vascularizam as restantes por¢des do ventriculo esquerdo e a auricula esquerda. Estes
ramos principais das artérias coronarias estendem-se pela superficie cardiaca exterior pelo que
se denominam epicardicos. Deles nascem outros vasos de menor calibre que se ramificam e
penetram no miocardio, tendo por isso o nome de vasos intramiocardicos (Fig. 1).

Artéria

Circunflexa
Artéria
Artéria Descendente
Coronéaria Anterior
direita

Fig. 1:

Circulagao coronaria
(mywebpages.comcast.net/wnor/thor
axlesson4.htm)

Como foi referido anteriormente, o coragao tem que adaptar continuamente a sua perfor-
mance mecanica as exigencias fisiologicas de cada momento. Para que isso seja possivel, as
artérias coronarias tem que poder acompanhar as exigencias metabolicas do miocéardio na
dependencia das variagdes do caudal sanguineo. Na situagao de exercicio maximo, onde ja
vimos que o coracao pode ter que quadriplicar o seu débito, o caudal coronario devera ter um
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aumento de até 400 %. Estas grandes variagbes no fluxo sanguineo coronario sao possiveis
gragas a existencia de um mecanismo de autorregulacao endogena [6-8].

A autorregulacao endogena, mais evidente a nivel das pequenas artérias e arteriolas, inclui
duas vertentes: a resposta miogénica e a resposta mediada metabolicamente [9]. A primeira
designa a capacidade destes vasos adaptarem o seu tonus como resposta directa a alteragoes
da pressao no seu interior. Nesta situacao, um aumento na pressao transmural local condicio-
na vasodilatacao o que, por sua vez, leva ao aumento do débito sanguineo. A resposta meta-
bolicamente mediada consiste na producao, pelas células endoteliais, de substancias vasoacti-
vas em resposta as variagbes metabolicas locais: 0s mecanismos envolvidos nao sao bem
conhecidos, mas os estudos sugerem que por exemplo um aumento na concentragao local de
metabolitos, leva a um aumento na producao de substancias vasodilatadoras como o 6xido nitri-
co (NO), enquanto uma diminuigao da concentragao daqueles produtos condiciona uma maior
libertacao de substancias vasoconstrictoras, como a endotelina [6-12]. Este tipo de resposta
ilustra bem o papel fundamental do endotélio para um funcionamento dinamico correcto da cir-
culagao coronaria. Debrucemo-nos um pouco mais sobre a chamada fun¢ao endotelial.

D - Funcao Endotelial

O endotélio normal apresenta, de uma forma global, 3 fungdes principais que serao segui-
damente descritas.

Tem uma fungao secretora metabolicamente activa. As células endoteliais sao capazes de
secretar substancias vasoactivas. Algumas actuam de modo preponderante no controlo do
tonus vascular, podendo ter quer um efeito vasodilatador como a prostaciclina, factor relaxante
derivado do endotélio (EDRF), oxido nitrico (NO) ou factor hiperpolarizante derivado do endo-
telio (EDHF), quer vasoconstrictor como a endotelina e os prostanbides vasoconstrictores [13-
15]. Para alem disso, as células do endotélio, assim como as células musculares lisas da média,
secretam enzimas metaloproteinases que modulam de uma forma dinamica a composi¢ao da
matriz extracelular. O endotélio secreta ainda heparanos e factores de crescimento que regu-
lam a proliferagao das células musculares da média.

O endotélio tem também uma funcao anticoagulante/antitrombotica: as células endoteliais
no seu estado normal sao antitromboticas, secretando prostaciclina capaz de inibir a agregagao
plaguetar, moléculas heparina-like e trombomodulina que activam a proteina C. Alem disso, o
endotélio secreta antitrombina Ill que inibe a formagao e promove a clearance de trombina, e
produz também activador tissular do plasminogénio (tPA) e activador inibidor do plasminogénio
I (PAI-I) os quais podem ser modulados ,positiva e negativamente respectivamente, pela trom-
bina, angiotensina Il e outras substancias vasoactivas [16-18]. A integridade do endotélio e a
carga negativa da superficie celular endotelial contribuem também para a sua fungao antitrom-
boética. No entanto, em situagdes de agressao/inflamacao, as células endoteliais podem ser acti-
vadas tornando-se protromboticas: aumenta a expressao na sua superficie de factor tissular que
promove a activagao da via intrinseca da cascata de coagulagao com formacgao de fibrina, dimi-
nui a expressao de trombomodulina e aumenta a expressao de moléculas que promovem a ade-
sao leucocitaria.
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Outra importante fungao endotelial € a fungao de barreira : o endotélio normal funciona
como barreira, regulando selectivamente a passagem de constituintes sanguineos pela parede
vascular. A essa acgao da-se o nome de permeabilidade vascular que é levada a cabo através
de varios mecanismos: formacgao de vesiculas e canais transendoteliais envolvidos no transpor-
te de substancias hidrossollveis, existencia da fase lipidica da membrana celular endotelial que
promove o transporte de moléculas lipossoluveis, e existencia de jun¢oes intercelulares tipo “tight
junction” mais oclusivas a nivel arterial e menos activas a nivel capilar e pos-capilar [19]. Outro
mecanismo envolvido & a contraccao das células endoteliais, de forma semelhante a contracgao
das células musculares lisas, em resposta a uma variedade de agonistas (ex: trombina, histami-
na e ionomicina) com alteragao da morfologia celular e formagao de “gap junction” (Fig. 2 ).

Pl Interceliutar
. membrane opace
Intercalkilar Protain
: space channels
J Tight junction
protens

Tight junction Gap junction

Fig. 2 — tight junction e gap junction

De uma forma geral pode dizer-se que o endotélio normal se encontra em equilibrio
dinamico funcionando predominantemente em modo inibitorio, ou seja, inibindo a adesao leu-
cocitaria, a trombose e o crescimento/contrac¢ao da média, e promovendo um tonus em que
predomina a vasodilatagao. No entanto, perante situacoes patologicas, as células endoteliais
tornam-se activas aumentando a permeabilidade vascular, assumindo fun¢des protromboti-
cas, promovendo a adesao leucocitaria, e estimulando a proliferagao e contracgao das célu-
las musculares da média. Estas alteracbes funcionais podem ser fisiologicas como resposta
inicial em determinadas situacoes tais como inflamagao ou isquemia, mas, em caso de per-
sisténcia da agressao ou em patologias cronicas como a hipertensao arterial ou aterosclero-
se tornam-se patologicas. Essa alteracao funcional patologica do endotélio designa-se por dis-
funcao endotelial.

A nocao de que a fungao endotelial nao & imutavel mas que se encontra num equilibrio
dinamico podendo modificar-se em resposta a determinadas situagbes patologicas, foi um dos
conceitos mais importantes em Biologia vascular na ultima década. A disfungao endotelial exis-
te provavelmente, com maior ou menor precocidade, em todas as doencgas cardiovasculares;
esta perturbacao funcional, que surge como resposta quer a situagcoes de agressao ou stresse
ambiental como choque térmico ou metais de transicao, quer em situagdes fisiopatologicas
como inflamacgao ou isquemia, integra-se claramente na chamada reaccao de stresse oxidativo.
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E - Reaccao de stresse oxidativo

O oxigénio, elemento indispensavel a vida aerbbia, torna-se agressor quando origina as
chamadas espécies reactivas de oxigénio (ROS): espécies quimicas independentes que pos-
suem um ou mais electroes desemparelhados na orbital externa. Estas substancias, quando
produto do metabolismo nos seres vivos, tém a capacidade de interagir com moléculas organi-
cas chamadas alvo tais como lipidos, proteinas ou acido desoxirribonucleico (DNA), do que
pode resultar a morte celular ou entao uma proliferacao celular descontrolada.

As células vasculares do endotélio, células musculares lisas e células da adventicia produ-
zem ROS que incluem, entre outras, aniao superoxido, peroxido de hidrogénio, d6xido nitrico e
peroxinitrito [20]. Na presenca de determinadas condi¢oes fisiopatologicas como situagoes infla-
matorias, isquemia ou hipertensao arterial, a produgao de ROS pelas células da parede vascu-
lar esta aumentada, situagcao conhecida como stresse oxidativo [21]. O excesso dessas subs-
tancias parece desempenhar um papel essencial na patogénese daquelas perturbacdes: o iao
superoxido por exemplo, reage rapidamente com o NO dando origem ao peroxinitrito, substan-
cia estavel e muito tbxica capaz entre outras de oxidar lipidos membranares danificando as res-
pectivas membranas e de alterar a fun¢ao de diversos enzimas. A hipertrofia das células muscu-
lares lisas produzida pela angiotensina Il & em grande parte mediada pelo perdxido de hidrogé-
nio [22]. As ROS contribuem também para a inflamacao vascular estimulando a expressao de
moléculas de adesao nas células endoteliais. Ha ainda evidencia de que os produtos do meta-
bolismo oxidativo originam a libertacao de factores de crescimento e activam metaloproteinases
da matriz extracelular, contribuindo assim para o surgimento de lesbes nas células da intima.

F — Metabolismo miocardico; consequéncias metabolicas da isquémia miocardica

As ceélulas musculares cardiacas, denominadas cardiomiocitos, conseguem utilizar no seu
metabolismo variados substratos tais como acidos gordos livres, glicose, lactato, piruvato, cor-
pos cetbnicos e aminoacidos. Em situacdes com adequada disponibilidade de oxigénio, o meta-
bolismo miocardico & predominantemente oxidativo; o substrato utilizado vai depender de varia-
das condi¢bes, nomeadamente da sua concentragao arterial, que provém em grande parte da
dieta alimentar, e dos niveis hormonais séricos particularmente de insulina [23]. Numa situacao
de jejum, por exemplo, os acidos gordos livres sao o substrato preferencial, provindo da sua oxi-
dacao 60 a 70% do oxigénio total consumido pelo miocardico [24]. No estadio pos-prandial, pelo
contrario, & a glicose exdbgena o composto mais utilizado. Nos doentes diabéticos mal controla-
dos, em que os niveis de insulina estao diminuidos e a hiperglicemia é frequente, & também a
glicose exdgena o substrato mais utilizado [25,26].

Numa situacao de isquémia miocardica, cuja etiologia mais comum & a diminuicao do fluxo san-
guineo coronario por doenga aterosclerotica, ha diminuigao do oxigénio disponivel, pelo que a oxi-
dacao de acidos gordos livres diminui tornando-se a glicose exdgena no substrato preferencial. Este
composto vai ser por um lado metabolizado aerobicamente, num grau directamente proporcional a
quantidade de oxigénio residual existente, e por outro lado, o predominante, de forma anaerbbia
como o demonstra o aumento na produgao de lactato. A quantidade de energia produzida nestas
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condicbes, embora nao permita uma adequada funcionalidade do miocardio afectado, & por vezes
suficiente para preservar a integridade celular [27]. A glicose € utilizada na degradacao de adenosi-
na trifosfato (ATP) em adenosina, que se difunde para fora das células, causando nas situacbes agu-
das arteriolodilatacao e dor anginosa. Ha também acumulagao intracelular de acidos gordos livres e
acetil-carnitina, bem como perturbagao da sintese proteica. A diminui¢ao da libertacao de calcio pelo
reticulo sarcoplasmatico e a acumulagao de hidrogenioes (H*) que competem com o calcio na liga-
¢ao as proteinas contracteis, contribuem para a disfungao sistolica do miocardio; por outro lado, a
diminui¢ao do ATP intracelular disponivel, assim como a diminui¢ao da internalizagao de calcio intra-
celular pelo reticulo sarcoplasmatico, levam ao prolongamento da interac¢ao do calcio com os mio-
filamentos causando disfuncao diastblica. Os canais ibnicos membranares ficam disfuncionantes
levando a uma perda de potassio e acumulagao de sodio, calcio e agua a nivel intracelular. Esta alte-
racao dos gradientes ibnicos predispoe a um aumento do automatismo e a uma perturbagao da con-
ducao do impulso nervoso, favorecendo o aparecimento de circuitos de reentrada.

Quando para além da isquemia miocardica se verifica uma posterior reperfusao, esponta-
nea ou induzida, ha um aumento da produg¢ao de ROS que reagem com proteinas, lipidos e aci-
dos nucleicos contribuindo para a disfungao miocardica.

Se a perfusao desce abaixo de um limiar critico, verifica-se um aumento tal nas concen-
tracbes de lactato e idbes H* que inibe a glicolise levando a disrup¢ao da membrana plasmatica
e morte celular [27].

As consequéncias de uma isquemia e isquemia-reperfusao nao sao limitadas aos miocitos
estendendo-se também as células endoteliais. Como resultado, surge vasoconstricao e ten-
déncia trombogénica localizadas.

G - Principais efeitos de uma oclusao coronaria aguda; o enfarte agudo do miocardio

A oclusao aguda de uma artéria coronaria principal segue-se, apds alguns segundos, uma
sequeéncia tipica de eventos: redug¢ao progressiva da velocidade de contracg¢ao e relaxamento ven-
triculares, elevagao do segmento ST no tragado electrocardiografico, aumento da pressao tele-
diastolica ventricular e hipocinésia (contractilidade reduzida) da regiao afectada durante a sistole.

Quando a isquemia persiste surge o enfarte agudo do miocardio, com morte celular da regiao
miocardica afectada e consequente acinésia (contractilidade nula) ou discinésia (expansao parado-
xal). Estudos experimentais no cao, por exemplo, mostram o surgimento de morte celular focal apos
cerca de 20 minutos de isquemia. A confluéncia subendocardica desses focos torna-se aparente aos
40 minutos, estendendo-se progressivamente para a regiao subepicardica que € atingida apos cerca
de 3 a4 horas. Por esta altura a morte celular desenvolveu-se em cerca de 90% da sua extensao final,
a qual se estabelece apos cerca de 6 horas de isquemia. Se considerarmos um coragao sem disfun-
¢ao prévia, quando o enfarte envolve mais de 15% do ventriculo esquerdo, verifica-se uma diminui-
¢ao da fracgao de ejecgao e aumento da pressao e volume telessistolicos desta camara cardiaca;
quando a percentagem de envolvimento € superior a 25% surgem sinais evidentes de insuficiencia
cardiaca, e nos casos em que o envolvimento & superior a 40% surge o choque cardiogénico [28].

Esta sequéncia de eventos hemodinamicos e electrocardiograficos que se observa na
experimentacao animal & semelhante a observada em seres humanos.
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A - Consideragoes essenciais

No final dos anos 60, Alec Bangham publica um dos seus trabalhos na area da Bioquimica,
onde relata que quando é adicionada agua a uma mistura lipidica seca se formam estruturas
esféricas com dupla membrana lipidica a que chama liposomas [29]. Com efeito, se numa solu-
¢ao aquosa suspendermos fosfolipidos a uma temperatura em que as respectivas cadeias de
acidos gordos se encontram fluidas (acima da respectiva temperatura de transi¢cao de fase), o
excesso de meio aquoso leva a formagao espontanea de vesiculas multilamelares concéntricas
de dupla camada fosfolipidica separadas por meio aquoso — liposomas multilamelares (MLV)
(Fig. 3)[30].

Liposomas Lamelas de dupla camada fosfolipidica

: Fas_|
Multilamelares separadas por espagos aquosos ig 3 - liposomas

multilamelares

A habilidade dos liposomas para englobar agua e consequentemente solutos numa estru-
tura fechada de dupla camada fosfolipidica conduziu ao seu uso como modelo de membrana
bioldgica para estudos de permeabilidade. O fosfolipido mais usado tem sido a fosfatidilcolina
do ovo. Os liposomas formados por este fosfolipido neutro sao de um modo geral permeaveis
a agua, ives e nao-electrolitos [31,32,33]; no entanto, a permeabilidade dos liposomas apre-
senta variagbes com a carga dos lipidos usados: se a fosfatidilcolina adicionarmos lipidos com
carga positiva (ex: stearylamina) os liposomas cationicos resultantes serao impermeaveis aos
catides, ao passo que adicionando lipidos de carga negativa (ex: contendo acido fosfatidico) os
respectivos liposomas anibnicos sao ja permeaveis aos catives. A permeabilidade aos protbes
é baixa para qualquer tipo de liposomas. Os anides difundem-se bem através de todos os tipos
de liposomas qualquer que seja a sua carga [32,34]. Se aumentarmos o grau de saturagao ou
o comprimento das cadeias de acidos gordos dos fosfolipidos, a sua fluidez diminui originando
uma diminuicao na permeabilidade dos respectivos liposomas [35]. Também se verifica uma
diminuicao da permeabilidade se adicionarmos Colesterol aos fosfolipidos, novamente devido a
uma diminuicao na fluidez da bicamada lipidica [36]. A adicao de algumas proteinas como a liso-
sima [37], a proteina béasica da mielina [38] e imunoglobulinas [39] aumenta a permeabilidade
aos anides e a glicose, enquanto anestésicos como o éter e o cloroformio produzem um aumen-
to na permeabilidade aos catides [40].
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Os liposomas sao portanto capazes de sequestrar solugdes aquosas; a velocidade com
que os solutos se escapam do interior destas vesiculas (leakage) depende da sua composi¢ao
e da natureza do soluto. No entanto, moléculas de reduzidas dimensbes contendo poucas liga-
¢oes de hidrogénio escapar-se-ao do interior de liposomas qualquer que seja a sua composi-
¢ao, enquanto moléculas grandes como proteinas permanecerao no interior de quaisquer lipo-
somas desde que nao se verifique uma quebra na estrutura destes [41].

Se se incluirem agentes farmacologicos no meio durante a manufactura dos liposomas,
aqueles serao encapsulados na fase aquosa se forem hidrofilicos ou intercalados na fase lipi-
dica se forem hidrofobicos [29]. Assim sendo, para além do seu papel como modelo de mem-
brana biologica, os liposomas comegaram mais recentemente a ser encarados como possiveis
vesiculas transportadoras de farmacos [30]. Se até ao surgimento desta nova vertente para o
uso dos liposomas ja se tinham desenvolvido varios métodos e variagbes para a sua prepara-
¢cao, desde essa data numerosos estudos se tem realizado.

No que respeita a preparacao dos liposomas diversos métodos foram desenvolvidos pelos
varios investigadores nesta area, nomeadamente o chamado método de fase reversa em que
uma soluc¢ao lipidica em etanol é injectada numa solugao aquosa através de uma fina agulha
hipodérmica. Obtém-se uma suspensao contendo liposomas cujas dimensodes variam de acor-
do com a pressao da injec¢ao [42]. Um outro método descrito detalhadamente por Bangham et
al [43] e ainda hoje o mais usado (embora apenas como fase inicial de métodos mais comple-
x0s) designa-se por método de desidratacao-rehidratacao. Consiste na preparacao de uma
solugao lipidica (solugao-mae) que € submetida a evaporagao do solvente num evaporador rota-
tivo durante o tempo necessario para que se forme, num balao de vidro, um filme lipidico muito
fino. Seguidamente, o balao com o filme adsorvido & colocado numa estufa de vacuo até a com-
pleta evaporag¢ao do solvente, normalmente de um dia para o outro. Posteriormente, o filme &
hidratado com uma solugao aquosa que pode ou nao conter um farmaco. Formam-se assim
grandes liposomas multilamelares.

Com os métodos acima referidos os liposomas resultantes podem apresentar dimensoes
muito heterogéneas. Juliano e Stamp [44] demonstraram que a circulagao e captacgao in vivo de
liposomas varia significativamente com a dimensao destes; de facto, quando os grandes lipo-
somas multilamelares sao injectados por via endovenosa tém um tempo de circulagao pequeno
(inferior a 30 minutos) devido a rapida captagao pelo Sistema Mononuclear Fagocitico (SMF).
Esta caracteristica dificulta o seu uso para visualizagao ou actuagao em 6rgaos que nao o figa-
do ou bacgo. Se os MLVs forem sujeitos a uma energia mecanica como a agitagao manual ou
um processo de “sonicagao”, eles formam vesiculas unilamelares (Fig. 4) que podem ser segui-
damente filtrados através de uma extrusao sob pressao em que se obtém liposomas com
dimensbes homogéneas de acordo com o filtro usado. Podem assim obter-se liposomas de
dimensbes variaveis, desde os pequenos (diametro inferior a 50 nm)
designados por SUV (small unillamelar vesicles) aos de maiores dimen-
soes (entre 50 e 100 nm) que se denominam LUVs - large unillamelar
vesicles (Fig. 5). Os SUVs e os LUVs tém um tempo de circulagao muito
maior que os MLVs.

Fig. 4 — Liposomas unilamelares
www.nutraceutia.com/Products)
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WHAT IS A
LIPOSOME?

m-m.n-r
o Small IN‘-V)
(m @
V d Fig 5 — SUVs, LUVs e MLVs.
Typical Size Ranges: SUV: 20-50 nm (www.nutraceutia.com/Products/Hgh/

MLV: 100-1000 nm

collagenRX/liposomes.htm)

Para o uso de liposomas in vivo como transportadores & fundamental a possibilidade de,
uma vez administrados, acompanhar a sua distribuicao. Um dos métodos mais usados consis-
te na marcacgao dos liposomas com agentes emissores gama de modo a possibilitar a sua
deteccgao cintigrafica. Varias técnicas tém sido desenvolvidas para a marcagao de liposomas
com radiois6topos. Como caracteristicas importantes de um método de marcacgao radioactiva
destacam-se a possibilidade de uso de radioisbtopos facilimente disponiveis, manejaveis e com
propriedades fisicas adequadas ao tipo de estudo e processo de marcagao, uma eficiencia de
marcacgao elevada, e a estabilidade in vitro e in vivo dos liposomas marcados

Até a actualidade foram desenvolvidas varias técnicas de marcacao de liposomas: pode
ser efectuada durante a manufactura, ou seja, os liposomas sao marcados por incorporagao do
radioisbtopo na fase lipidica ou por encapsulamento na fase aquosa durante a manufactura.
Este método apresenta desvantagens que incluem baixa eficiencia de marcagao, dificuldade em
manter e provar a esterilidade do liposoma e o facto da producao dos liposomas ter que ser feita
pouco tempo antes do seu uso clinico. Pode também efectuar-se a marcacao da superficie do
liposoma apos a sua manufactura sendo os liposomas marcados através de ligagbes quimicas
ou fisicas entre o radiois6topo e a superficie do liposoma. Permite a produgao prévia de liposo-
mas (eventualmente num local distante daquele onde serao utilizados) e a sua marcagao ape-
nas pouco antes do seu uso. Este método mostrou no entanto problemas na estabilidade in vivo
devido a exposicao da superficie do liposoma as proteinas em circulagao. A marcagao apos
manufactura pode também ser efectuada por incorporacao na dupla camada lipidica. Neste
caso, procede-se a quelagao do radioisdtopo com um quelante lipofilico, seguida de uma incu-
bagao com os liposomas. Apesar da eficiencia de marcagao in vitro ser elevada, a sua eficien-
cia in vivo tem sido questionada pois 0 complexo radioisbtopo-quelante & susceptivel de ser tro-
cado por lipoproteinas circulantes.

Um outro método de marcacgao de liposomas €& a incorporagao de um quelante lipidico
durante a manufactura do liposoma com posterior marcacao da superficie da vesicula.
Normalmente os quelantes sao formados por DTPA (Acido dietilenotriamina pentacético) conju-
gado com um &cido gordo de cadeia longa ou uma molécula fosfolipidica. Os liposomas sao
entao encubados com o radioisbtopo que se liga ao quelante na superficie externa do liposoma.
A principal desvantagem deste método é a falta de estabilidade in vivo, provavelmente pela
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exposicao do radiofarmaco a superficie do liposoma que o torna susceptivel de sofrer interac-
¢oes com moléculas circulantes ou mesmo ser fagocitado pelo SMF. Mais recentemente foi
desenvolvido o método de Marcagao da fase aquosa do liposoma apos manufactura (“after loa-
ding”) onde o radioisbtopo é transportado através da membrana lipidica para a fase aquosa por
um quelante lipofilico. O complexo ira seguidamente interagir com um agente previamente
encapsulado na fase aquosa durante a hidratagao tornando-se hidrofilico. Desta forma fica irre-
versivelmente preso na fase aquosa do liposoma. Este método tem demonstrado elevada efi-
ciencia de marcacgao (> 80%); alem disso & provavelmente o método com melhor estabilidade
in vivo devido ao facto do tracador estar protegido de interacgcbes exteriores. Por esta razao,
este método de marcacgao tem-se mostrado o mais promissor nos ultimos 10 anos.

O Tecnécio 99 metastavel (*"Tc) €& o radioisdbtopo mais usado em Medicina Nuclear con-
vencional. Tem um periodo de semi-desintegracao de 6 horas o que permite injectar elevada
actividade no doente com uma dosimetria favoravel. A sua energia da emissao gama (140 KeV)
€ ideal para a espessura dos cristais de cintilagao habitualmente usados nas camaras gama.
Associadamente, o ®"Tc esta facilmente disponivel pois & produzido num gerador de Molibdénio
(**Mo) e tem uma quimica facil e bem conhecida.

Neste trabalho optamos por um método de marcacao da fase aquosa do liposoma apds manu-
factura: foi utilizado o quelante hexametilpropilenamina oxima também designado por exametazima
(HMPAO) liofilizado, que forma quelatos com o *"Tc originando moléculas lipofilicas. As moléculas
de *"Tc-HMPAO sao entao adicionadas a liposomas previamente produzidos contendo glutatiao
reduzido encapsulado; vao atravessar a bicamada lipidica e reagir com o glutatiao reduzido presen-
te na fase aquosa, formando um complexo hidrofilico, pelo que fica irreversivelmente encapsulado
dada a incapacidade de atravessar a fase lipidica. A eficacia de marcagao com este método varia de
85 a 98%. A estabilidade dos liposomas marcados & elevada quer in vitro quer in vivo. Todos os tipos
de liposomas podem ser marcados com 99mTc através deste método com elevada estabilidade. E
ainda possivel encapsular o glutatiao com o quelante metalico desferroxamina para que o liposoma
possa ser marcado simultaneamente com 99mTc e isbtopos de maior periodo (ex: Indio-111). Com
estes Ultimos & possivel estudar a biodistribuicao dos liposomas até 10 dias apds administracao.

Os liposomas foram pela primeira vez encarados como possiveis transportadores terapeuticos
em 1971 por Leathwood e Ryman [45]: os autores conseguiram encapsular com sucesso o enzima
glucamilase do Aspergillus niger usando os liposomas para o tratamento de doengas do armazena-
mento de glicogénio. Desde entao a ideia estendeu-se a varias outras aplicagoes clinicas como o tra-
tamento de neoplasias através do encapsulamento de farmacos para quimioterapia [46, 47, 48, 49],
encapsulamento de agentes quelantes para tratamento de intoxicagdes por metais pesados [50, 51]
e também mais recentemente o uso de liposomas para o diagnostico e tratamento de situagoes de
isquémia mesentérica [52, 53] e miocardica (estudos com experimentacao animal), assim como
agentes de visualizagao usados em medicina nuclear e agentes de contraste em ecografia.

B - Liposomas e isquemia miocardica

A localizagao selectiva de agentes farmacolégicos em areas de isquémia facilita de sobre-
maneira os procedimentos quer diagnosticos (avaliagao da lesao coronaria e miocardica) quer
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terapéuticos (por forma a tentar evitar ou reverter as consequéencias da isquémia). De facto, um
impedimento major ao uso de farmacos no tratamento dos sindromes coronarios agudos & o
acesso limitado e inespecifico ao miocardio isquémico uma vez que a chegada de qualquer
agente terapeéutico depende do fluxo sanguineo regional que se encontra sempre diminuido
[54]. Desde a década de 1970 varios investigadores se tém dedicado ao uso de liposomas na
isquémia miocardica. Caride e Zaret [55] publicam em 1977 um trabalho onde usam um mode-
lo canino de isquémia miocardica e administram as 24 horas de oclusao coronaria MLVs de
carga positiva, neutra e negativa marcados com 99mTc-DTPA; neste estudo concluem que os
Liposomas de carga positiva e neutra se concentram predominantemente na area de enfarte,
portanto de forma inversamente proporcional ao fluxo coronario regional. Em 1981 Mueller et al
[54] usam também um modelo canino de isquémia, mas desta feita administram Liposomas uni-
lamelares de pequenas dimensbes com carga positiva e neutra que sao marcados com |-
Albumina de forma a evitar a leakage do marcador encapsulado. Neste estudo a administracao
dos liposomas com o radiofarmaco é feita as 4 horas de isquémia coronaria. Os autores con-
cluem que os Liposomas positivos e neutros se concentram em maior quantidade no miocardio
isquémico sendo maior esta propor¢ao relativa nos liposomas cationicos; estudos de microsco-
pia electronica mostram que o contetido dos liposomas se localizou nos espacos intravascular
e intersticial e a nivel das células endoteliais e miocitos isquémicos. Em 1984 novamente Caride
e Zaret [56] publicam um novo estudo onde usam também um modelo canino de isquémia mio-
cardica mas administram MLVs de carga positiva e negativa marcados com *"Tc-DTPA a pri-
meira hora apbs oclusao coronaria (grupo |) e as 24 horas de oclusao coronaria (grupo 1l). O
estudo da dinamica dos liposomas administrados & feito aos 2 min. e as 2h apds a sua injec-
¢ao. Os autores concluem que em ambos 0s grupos a distribui¢ao inicial dos 2 tipos de liposo-
mas (aos 2 minutos) & semelhante e directamente proporcional ao fluxo sanguineo regional
(FSR), mas que aos 120 min. a acumulagao de liposomas positivos & inversamente proporcio-

" " nal ao FSR (acumulam-se em maior quantidade em zonas
A "Opening-up Process isquémicas) o que nao acontece com os liposomas negati-
(Dark-Field Image) vos. Relativamente a estes resultados os autores colocam a

2 hipbtese de que os liposomas positivos reagirao com o teci-
do isquémico de forma diferente em relacao aos liposomas
negativos; a carga positiva dos liposomas cationicos podera
favorecer interaccoes com as membranas celulares negati-
vas (exs: endocitose dos liposomas ou fusao membranar)
quer do endotélio vascular quer dos miocitos isquémicos, ou
os liposomas positivos poderao ter maior sensibilidade a
produtos libertados pelos miocitos isquémicos para a circula-
¢ao vizinha (exs: enzimas lisosomicas, fosfolipases membra-
nares) que levam a rotura da membrana liposbmica com
libertacao do seu contelido para os espacos intravascular e
intersticial das regioes isquémicas (Fig. 6).

Fig.6 — rotura da membrana lipidica do liposoma,
com libertagao do seu contetido
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Uma vez demonstrada a apeténcia dos liposomas neutros e cationicos por zonas de mio-
cardio isquémico, os investigadores procuraram desenvolver a sua especificidade; assim, com
base na observagao de que os miocitos normais (com membranas celulares intactas) nao inte-
ragem com anticorpos antimiosina (Ac-AM), surgem trabalhos nos quais, em liposomas unila-
melares, neutros ou cationicos, sao intercalados Ac-AM na sua fase lipidica (denominados imu-
noliposomas) (Figs. 7 e 8) [57-61].

Fig 7 — imunoliposoma; imagem em ME.
(www.luinzh.ch/onkwww/lipos.htm)

A, ; Fig 8 — imunoliposoma; imagem
’) y - .
-r‘{}‘ My v 3 X k" esquematica.
;r-.'t e “1’1\’"{\‘ (www.pharmj.com/Editorial/19990828/

education/parenteral.html)

Estes estudos confirmam a hipbtese de que a incorporacao de Ac-AM em liposomas
aumenta significativamente a relagao concentra¢ao de liposomas em miocardio isquémico/nor-
mal; os referidos anticorpos parecem efectivamente aumentar a especificidade dos liposomas
para areas miocardicas isquémicas onde existem miocitos que sofreram morte celular.

Ja no inicio da década de 90 Torchilin e seus colaboradores publicam trabalhos usando lipi-
dos derivados do polietilenoglicol (PEG) [58,62,63]; de acordo com os autores, com a utilizagao
destes polimeros flexiveis ha formacao de uma “capsula protectora” que atrasa a opsonizagao
dos liposomas pelas proteinas plasmaticas e consequente reconhecimento pelo SMF, com
maior tempo circulagao (Fig. 9).
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Fig 9 — liposoma peguilado;
imagem esquematica.

Os estudos publicados com liposomas peguilados mostram bons resultados no que res-
peita a sua acumulagao absoluta em regides de miocardio isquémico, provavelmente relacio-
nados com o seu maior tempo circulatorio. No entanto, a relagao concentragao em miocardio
isquémico/normal & mais baixa do que a dos liposomas com Ac-AM, o que nao nos surpreende
pois embora estejam mais tempo em circulagao a sua especificidade nao € superior a dos lipo-
somas unilamelares nao peguilados.

A questao pertinente de como sera o comportamento de liposomas simultaneamente
peguilados e com Ac-AM foi também ja estudada [58]: nao parece haver um efeito aditivo dos
dois efeitos, ou seja, com a incorporacao dos anticorpos em liposomas peguilados o aumento
na concentragao em regioes isquémicas & apenas ligeiro.

Os trabalhos publicados nos Ultimos anos, em que sao usados liposomas unilamelares,
neutros ou de carga positiva, peguilados, e em alguns casos com Ac-AM incorporados, envol-
vem ja uma tentativa de intervir farmacologicamente de forma a diminuir os efeitos negativos
quer da propria isquémia quer da chamada “lesao de reperfusao” [61,64-66].

Nestes trabalhos sao usados modelos animais de isquemia-reperfusao miocardica (coelho,
cao) com grupos que em média variam de 3 a 15 elementos.

Nao estao publicados quaisquer estudos a nivel nacional com o uso de liposomas na
isquémia miocardica.
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Contextualizado em estudos previamente publicados, pretendemos com este trabalho
desenvolver liposomas com afinidade para miocardio isquémico. Nesse sentido, procederemos
a criagao de um modelo animal de isquémia-reperfusao funcionante e reprodutivel bem como a
producao de liposomas unilamelares, neutros peguilados e positivos nao peguilados. Esses
liposomas serao marcados na sua fase aquosa apds manufactura com *"Tc, garantindo-se um
controlo de qualidade da producao e marcag¢ao dos referidos liposomas através de sistemas
cromatograficos adequados, de forma a comprovar eficiencia de marcagao e estabilidade in
vitro elevadas. Procederemos a injeccao dos liposomas supracitados no modelo animal acima
referido apos um periodo de 90 minutos de isquémia miocardica, acompanhando durante as 3
horas seguintes a distribuicao dos liposomas injectados através de aquisicbes de imagens cin-
tigraficas com o uso de uma camara de raios gama. Realizaremos ainda a injec¢ao simultanea
de talio-210, acompanhando também durante as 3 horas seguintes a sua distribuicao através
de aquisicoes de imagens cintigraficas com o uso de uma gama camara. Apos o estudo cinti-
gréafico in vivo procederemos ao sacrificio do animal e a extraccao cardiaca, que sera seguida
de uma perfusao de corantes especificos de forma a diferenciar grosseiramente as zonas de
miocardio sao (cora de azul), miocardio viavel (cora de vermelho) e miocardio necrosado (cora
de negro). Seguidamente realizaremos uma imagem cintigrafica do coragao isolado. E ainda
nosso objectivo a extracgao de uma amostra de tecido das 3 regides miocardicas atras referi-
das bem como dos restantes 6rgaos, com contagem em contador de poco para calculo da acti-
vidade especifica e estudo de biodistribui¢ao.
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A - Preparacao dos liposomas:

O primeiro passo na preparagao dos liposomas € a obtencao do filme lipidico. A solugao-
mae dos liposomas neutros peguilados & constituida por fosfatidilcolina de soja hidrogenada
(HSPC), metoxi (polietileno glicol) (2000) distearoil fosfatidiletanolamina (mMPEG 2000-DSPE) e
N-(8’-piridilditio propionoil) amino-poli(etileno glicol) (2000) distearoilfosfatidiletanolamina (PDP-
PEG 2000-DSPE) numa concentragao molar 2:1:0,08:0,02; a solugao-mae dos liposomas posi-
tivos & composta por DOTAP e colesterol com uma razao molar 3:1. Comecamos por colocar a
solugao num balao péra revestido internamente com Cloroformio (CHCl3) sendo a rolha reves-
tida com silicone. Este recipiente & levado ao evaporador rotativo em velocidade maxima duran-
te cerca de 2 horas para evaporacgao do solvente. O balao & colocado em posicao quase hori-
zontal para que o filme lipidico que se forma fique o mais fino possivel. Apos as 2 horas no eva-
porador rotativo o filme & colocado na estufa de vacuo por mais 24h.

Em seguida procede-se a hidratagao e encapsulamento de glutatiao reduzido, numa con-
centracao de 50 mM. Para isso, adiciona-se ao filme lipidico uma solugao hidratante contendo
glutatiao reduzido diluido em soro fisiologico (84 microlitros de solu¢ao de glutatiao em 1,167 ml
de solugao salina). A mistura &€ entao homogeneizada no agitador durante cerca de 2 minutos,
sendo seguidamente aquecida em banho-maria a temperatura de transi¢ao de fase por 10 min.
Esta sequéncia é repetida 2 vezes.

Seguidamente, com a finalidade de obter liposomas com menor disparidade de diametros,
procede-se a uma extrusao manual dos liposomas multilamelares obtidos apbs hidratagao. E
utilizado um filtro composto por 2 membranas de policarbonato justapostas com poros de
100nm. A solucao é aquecida a uma temperatura acima da temperatura de transi¢cao de fase
para aumentar a fluidez da membrana liposomal, e com a ajuda de 2 microseringas fazem-se
20 passagens através do filtro. A solugao obtida & armazenada a temperatura de 4° C até ao
momento da marcagao radioactiva para utilizagcao.

Cerca de 30 minutos antes do momento em que irao ser utilizados, os liposomas sao mar-
cados com o radioisbtopo. Em primeiro lugar procede-se a marcagao do quelante
Hexametilpropilenamina oxima (HMPAO) com o *"Tc: obtemos, de um gerador de *Mo/*"Tc,
cerca de 1110 MBq (30 mCi) de *"Tc num volume final de 0,2ml. O radioisbtopo & em seguida
adicionado a um frasco de HMPAQO liofilizado. O *"Tc vai formar quelatos com o HMPAO geran-
do-se uma molécula lipofilica. Devido a existencia no liofilizado de um agente redutor
(SnCI2.2H20 - Cloreto estanhoso dihidratado), o *"Tc injectado vai passar do estado de oxida-
¢ao +7 ao estado +5 ligando-se este ultimo aos grupos electrodadores do HMPAO. O radiofar-
maco obtido & retirado para uma seringa. A solu¢ao obtida contém, para além do complexo lipo-
filico primario (*"Tc-HMPAO) alguns produtos contaminantes, nomeadamente Tecnécio Livre
que nao passou do estado de oxidagao +7 ao +5 nao se ligando portanto aos grupos electro-
dadores do HMPAO, complexo reduzido-hidrolisado (Tecnécio que se reduziu e nao se ligou ao
HMPAO, e Tecnécio que foi reduzido e ligado ao HMPAO sofrendo no entanto hidrolise), e o
chamado complexo secundario (0 composto 99mTc-HMPAO lipossoluvel € instavel, com ten-
déncia a tornar-se hidrossoluvel. Este ultimo & denominado complexo secundario).

Finalmente é feita a marcagao dos liposomas com o tragador *"Tc-HMPAO, sendo no
entanto antes retirada uma amostra desta solucao para se proceder ao controlo de qualidade,
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como se descreve posteriormente. O processo consiste em adicionar o tragador a suspensao
dos liposomas, ficando estes mistura a incubar durante 15 minutos, para que ocorra a difusao
do 99mTc-HMPAO através da bicamada lipidica para o interior das vesiculas e, deste modo,
ocorra a marcagao dos liposomas.

A solugao final dos liposomas marcados contém, conforme referido anteriormente, produ-
tos contaminantes. Uma vez que essas substancias possuem menor massa que os liposomas,
podem ser em grande parte eliminadas através de um processo de cromatografia por exclusao
molecular (CEM). Com esta técnica, os componentes de menor massa (Tecnécio livre, comple-
xo reduzido-hidrolisado e complexo hidrofilico secundario) ficarao em grande parte retidos na
coluna de gel, sendo o eluato final formado maioritariamente por liposomas. Para a CEM usou-
se uma seringa de 1ml, no fundo da qual foi colocado um filtro milipore. De seguida encheu-se
a coluna cromatografica com gel Sephadex® G25, tendo o cuidado de nao deixar nenhuma
bolha de ar. A coluna foi entao estabilizada com soro fisiologico a um pH de 7,6. Colocou-se a
solugao dos liposomas marcados no topo da coluna cromatografica adicionando novamente
soro fisiologico, 0 que permitiu o arrastamento da solucao através do gel e evitou a secagem da
coluna. A solugao final foi recolhida num tubo de plastico com tampa.

B - Controlo de qualidade:

Radiofarmaco (99mTc-HMPAOQ)

Conforme referido acima, a solugao final dos liposomas pode conter produtos contaminan-
tes; dai a importancia de se proceder a um controlo de qualidade. Dada a possibilidade de haver
trés contaminantes, sao necessarios trés sistemas cromatograficos combinados para a com-
pleta determinagao da qualidade do composto (Fig. 10). Para esse efeito, e segundo instru¢des
do fabricante baseadas no método descrito por Neirinckx e al em 1987, utilizaram-se como fase
estacionaria duas tiras de ITLC-SG da Gelman Sciences INC. de 10 cm de comprimento e 1 cm
de largura, e uma tira de papel Whatman n° 1 da WHATMAN CHROMATOGRAPHY PRO-
DUCTS de iguais dimensoes.

Fig.10 — Imagem de um sistema de microcromatografia ascendente
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Todas as tiras sao referenciadas a lapis, com trés tracos transversais, a 1 cm, 5 cm e 9 cm
a partir da extremidade inferior. Em cada uma das tiras, sobre a primeira das referéncias que
marca a origem, colocam-se 2 ul de solugao, sendo imediatamente colocadas em frascos que
contém 1 cm?® da fase movel. O sistema n° 1 & constituido por uma das tiras de ITLC-SG e uti-
liza como solvente a butanona p.a. Merck; o sistema n° 2 & constituido pela segunda tira de
ITLC-SG e tem como solvente o cloreto de sodio a 0,9%; o sistema n° 3 € a tira de papel
Whatman n° 1 e tem como solvente uma solugao aquosa de acetonitrilo p.a Merck a 50%. Apos
a frente do solvente ter atingido a terceira referéncia as tiras sao retiradas dos frascos, secas e
adquiridas as imagens para a camara de raios gama para se fazer a quantificacao (NEIRINCKX
et al, 1987) (Fig. 11).

Fig. 11 - Desenho das zonas de interesse correspondentes as
metades inferior e superior da tira cromatografica, para
quantificagao

No primeiro dos sistemas (fase estacionaria: ITLC-SG; fase movel: butanona) o complexo
*mTc-HMPAO secundario e o *"Tc reduzido nao ligado permanecem na origem, enquanto O
complexo lipofilico *"Tc-HMPAO e o pertecnetato livre migram com a frente do solvente.

O segundo sistema (fase estacionaria: ITLC-SG; fase movel: cloreto de sbédio a 0,9%)
detecta a presenca de pertecnetato livre que migra com o solvente, enquanto o complexo lipo-
filico *™Tc-HMPAO, o complexo hidrofilico *"Tc-HMPAO e o *"Tc-reduzido nao ligado permane-
cem na origem. O sistema n° 3 (fase estacionaria: papel Whatman n° 1; fase movel: solugao
aquosa de acetonitrilo a 50%) detecta a presencga de *"Tc-reduzido nao ligado que permanece
na origem, enquanto o complexo lipofilico *"Tc-HMPAO, o complexo secundario hidrofilico *"Tc-
HMPAOQ e o *"TcO4 migram com a frente do solvente.

Com as contagens obtidas para cada um dos seis fragmentos obtidos, e apos correcgao
da actividade de fundo, calculam-se as percentagens de cada um dos contaminantes, assim
como a percentagem do complexo lipofilico *"Tc-HMPAO:
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% complexo secundario *"Tc-HMPAO + *"Tc-Red nao ligado:

actividade do fragmento 1 x 100
actividade total da tira do 1° sistema

% de *"TcO4: __actividade do fragmento 4 x 100
actividade total da tira do 2° sistema
% de *"Tc-Red nao ligado:

actividade do fragmento 5 x 100
actividade total da tira do 3° sistema

% de complexo lipofilico *"Tc-HMPAO marcado = 100 — (% de complexo secundario *"Tc-
HMPAO + % de *"TcO4 + % de “"Tc-Red nao ligado)

Liposomas marcados

Para o controlo de qualidade da marcagao dos liposomas €& necessario apenas um siste-
ma cromatografico, que utiliza como fase estacionaria uma tira de ITLC-SG e para fase movel
soro fisiologico. Neste sistema, os liposomas permanecem na origem, enquanto os tragadores
nao englobados migram com a frente do solvente.

C - Desenvolvimento do modelo animal de isquemia-reperfusao miocardica:

Foram utilizados neste trabalho coelhos (Oryctolagus cuniculus hyplus) machos adultos
(Fig. 12).

Fig. 12 — Coelhos (Oryctolagus cuniculus hyplus)
machos adultos

42



JOSE ALEXANDRE ANTUNES

Os animais foram primeiramente sedados com cloridra-
to de xilazina a 2% (0,5cc/Kg IM). Apbs 10 minutos foi-lhes
administrada atropina (0,5mg IM). Procedeu-se entao a uma
tricotomia ventral e em seguida foi puncionada uma veia peri-
féerica de uma orelha (Fig. 13)

Fig. 13 — tricotomia ventral

Em seguida efectuou-se a anestesia com cloridrato
de ketamina (2,5mg/Kg em bolus ev inicial, seguido de
bblus com a mesma dose a cada 15 min.), e foi colocada
uma perfusao lenta de soro com glicose a 5%. Foram posi-
cionados eléctrodos nas raizes dos membros e monitoriza-
da a frequéncia cardiaca. Seguidamente realizou-se uma
traqueostomia, sendo inserido um tubo endotraqueal com
calibre de 3,0 mm que foi adequadamente fixado (Fig. 14).

Fig. 14 — traqueostomia com insercao de tubo endotraqueal

Apds um intervalo de aproximadamente 10 min para estabilizagao dos animais procedeu-
se a uma toracotomia lateral esquerda, sendo que a partir do momento em que se alcangou o
espaco pleural com colapso pulmonar os coelhos foram colocados em ventilagao artificial com
ar atmosférico enriquecido com oxigénio terapéutico com a ajuda de um ambu pediatrico.
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Procedeu-se a uma incisao anterior do pericardio. Em seguida o coracao foi suspenso na sua
bolsa pericardica, apbs o que, para induzir isquémia miocardica, se laqueou a artéria coronaria
descendente anterior no inicio do seu tergo distal através de um n6 efectuado com linha cirr-
gica de seda (Fig. 15).

Fig. 15 — lagueacgao da artéria coronaria
descendente anterior

Apo6s 90 minutos de isquémia o nod foi seccionado para permitir a reperfusao e simulta-
neamente procedeu-se a injecgao, através do acesso venoso auricular, dos liposomas marca-
dos com o radioisétopo *"Tc e de 37 MBq de Talio 201, seguida de um flush de soro. Quatro
coelhos foram injectados com liposomas peguilados de carga neutra e tres coelhos com lipo-
somas catibnicos nao peguilados. Apos a reperfusao coronaria e administragao dos liposomas
marcados os coelhos foram colocados na gamacamara (Fig. 16), procedendo-se a uma aquisi-
¢ao dinamica durante a primeira hora pos-reperfusao para matrizes de 64x64 com 120 imagens
de 30 segundos em vista anterior, na janela de energia do Tecnécio (140+ 20 Kev).
Seguidamente realizaram-se aquisi¢coes estaticas em vista anterior de 128x128 pixels com
duracao individual de 2 minutos, a cada meia hora, para 2 janelas de energia: 140 + 20 keV
(Tecnécio) e 72 + 20 Kev (Talio).

Fig. 16 — Aquisicdoes na camara de raios gama
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No final da 5% aquisigao estatica (as 3 horas de reperfusao) procedeu-se ainda a realiza-
¢ao de uma tomografia por emissao de fotao simples (SPET) em 2 janelas de energia: 140 + 20
keV (Tecnécio) e 72 + 20 keV (Talio). Foi usada uma matriz de 64x64, zoom 2, orbita circular
com minimizagao da distancia, e com aquisicao num arco de 180 graus desde 45° em incidén-
cia obliqua anterior direita até 135° em incidéncia obliqua posterior esquerda. A reconstruc¢ao foi
efectuada sem correc¢ao de atenuacgao e utilizando técnica de retroprojeccao filtrada, para o
que se usou um filtro de Butterworth com uma frequéncia critica de 1,5 associado a um filtro de
rampa com uma potencia de 12,6.

Procedeu-se em seguida ao sacrificio dos animais. Foi realizada uma incisao desde a furcu-
la esternal até a sinfise plbica, para expor os d6rgaos. Apods lavagem circulatoria com soro fisiolo-
gico, foi executada a extracg¢ao cardiaca. De imediato se procedeu a perfusao de uma solu¢ao de
trifeniltetrazolium a 1% na artéria coronaria descendente anterior distalmente ao ponto da laquea-
¢ao, e simultaneamente a perfusao de uma solugao de azul de Evans a 0,25% na Aorta ascen-
dente (Fig. 17). Este procedimento permitiu uma diferenciacao grosseira das zonas miocardio sao
(cora de azul), miocardio viavel (cora de vermelho) e miocardio necrosado (cora de castanho).

Fig. 17 — injec¢ao de corantes

Tendo passado cerca de 3,5 horas
apbs as injecgbes dos radiofarmacos, o
coragao isolado foi colocado na camara de
raios gama e realizaram-se aquisicoes
estaticas de 128x128 elementos de resolu-
¢ao com duragao individual de 2 minutos
para 2 janelas de energia: 140 + 20 keV
(Tecnécio) e 72 + 20 Kev (Talio). As aquisi-
¢coes foram realizadas em 2 incidencias:
ventriculo esquerdo (IE — Fig. 18A) e ventri-
culo direito (ID - Fig. 18B).

Fig. 18A — esquematizagao da incidéncia IE; o circulo
colorido representa o local onde esteve laqueada a
artéria coronaria descendente anterior
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Fig. 18B — Esquematizagao da incidencia ID; o circulo colorido representa
o local onde esteve laqueada a artéria coronaria descendente anterior.
(mywebpages.comcast.net/wnor/thoraxlesson4.htm)

As imagens obtidas na janela de energia do *"Tc corresponderao a distribuicao cardiaca
dos liposomas marcados.

No que respeita as imagens na janela do ®'Tl, tendo em conta que a frequéncia cardiaca
média (F.C.M.) no coelho adulto em repouso € cerca do triplo da F.C.M. basal no ser humano
adulto, deverao corresponder predominantemente a redistribuigao cardiaca do radiofarmaco no
miocardio isquémico viavel.

A area cardiaca onde ocorre a redistribuicao do *'Tl deve estar incluida na regiao miocar-
dica vascularizada pela por¢ao distal da artéria descendente anterior que foi experimentalmen-
te ocluida.

Quanto maior a coincidéncia entre as imagens cintigraficas de redistribuicao cardiaca do
21T| correspondentes ao territorio de miocardio isquémico viavel e as imagens de maior con-
centragao dos liposomas marcados na janela do *"Tc, mais elevada sera a afinidade dos lipo-
somas utilizados pelas regioes isquémicas.

Os resultados obtidos foram primeiramente avaliados através da observacgao visual quali-
tativa das imagens processadas; para uma analise semi-quantitativa procedemos da seguinte
forma: nas imagens do *'TlI desenhamos, para as duas incidéncias IE e ID, uma zona de inte-
resse que abrangesse a regiao de miocardio isquémico e uma zona de interesse que corres-
pondesse a miocardio predominantemente sao. Em seguida, as zonas definidas nas imagens
do *'Tl foram transpostas para as imagens do *"Tc.

Para cada zona de interesse foram obtidos os seguintes parametros: numero de contagens
total (CT), o valor do pixel com contagem maxima (CM), e o valor médio das contagens na zona
(MED). Finalmente foram calculados os coeficientes de captagao (C.C.) da area isquémica em
relacao ao miocardio normal, tanto para o ®'TI como para o *"Tc:

C.C. = __contagem maxima (CM) na zona de interesse que inclui miocardio viavel
valor médio (MED) da zona de interesse com miocardio predominantemente sao
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Com os resultados obtidos para cada coelho calculamos os valores médios e respectivos
desvios padrao.

No seguimento das aquisicoes estaticas, apos cerca de 4 horas da administragao dos
radiofarmacos, o coragao isolado e com as cavidades preenchidas com pequenas esferas de
vidro foi submetido a uma tomografia por emissao de fotao simples (SPET) em 2 janelas de
energia: 140 + 20 keV (Tecnécio) e 72 + 20 Kev (Talio). Foi usada uma matriz de 64x64, zoom
2, orbita circular com minimizagao da distancia, e com aquisicao num arco de 360 graus, para
64 vistas. A reconstrucao foi efectuada sem correcgao de atenuacao e utilizando técnica de
retroprojeccao sem uso de qualquer filtro.

Apds as aquisicoes cintigraficas foi colhida uma amostra de cada uma das 3 zonas miocar-
dicas identificadas com os corantes atras referidos, e depois de extraidos os restantes 6rgaos foi
também colhida uma amostra de urina, sangue, bilis, figado, baco, pulmao, vesicula, intestino
delgado, intestino grosso, tirbide, cérebro, cerebelo, bexiga, genitais, costela, apendice xifoide,
estbmago, musculo, gordura e rim. As amostras foram colocadas em tubos de vidro sendo cal-
culadas as massas numa balanca de precisao PRECISA 205 A Superbal séries (Fig. 19).

Fig. 19 — colheita de amostras de 6rgaos

Este aparelho permite uma precisao de 10*g. Seguidamente foram calculadas as conta-
gens especificas (contagens por grama de tecido) num contador de pogo DPC—gama-12,
Berthold Germany (Fig. 20).

Fig. 20 — Contador de poco
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O contador tem doze detectores; cada um deles possui um cristal de iodeto de sodio aco-
plado a um tubo fotomultiplicador. Este contador & controlado por um computador onde corre
um programa especifico denominado GMS que permite a leitura simultanea dos doze canais e
subtraccao da actividade de fundo. Os resultados em cpm (contagens por minuto) sao depois
impressos numa folha de calculo. com correc¢ao do decaimento. Com base nestes dados foi
efectuado um estudo de biodistribuigao.

O sistema detector utilizado foi uma camara de raios gama - Maxicamera digital General
Electric 400 AC, dedicada a aquisicao, controlada por computador. Esta camara tem 61 foto-
multiplicadores associados a pré-amplificadores, que multiplicam e transformam, primeiro em
luz e depois em sinal eléctrico, os fotoelectroes resultantes das cintilagbes que ocorrem num
cristal circular de iodeto de sodio activado com télio, com 3/8 de polegada de espessura e 400
mm de diametro. O computador de controlo na aquisicao de imagem & um Genic (General
Electrics). Esta ligado ao detector através de cabos do tipo RS232 e simultaneamente ligado em
rede ao sistema de processamento. O sistema de visualizagao & um monitor policromatico de
17 polegadas com uma resolucao de 1280x1024 pixels, 256 cores a partir de uma palete de
16,7 milhdes de cores. As imagens de aquisi¢cao sao de formato DICOM sendo transferidas para
um sistema de processamento eNTREGA do mesmo fabricante. Trata-se de um computador
com processador Pentium 1V, com 512 MB de memoria RAM e um disco rigido de 36 GB. O sis-
tema de visualizagao de imagens deste computador € um monitor policromatico Hewlet Packard
A4331A de 19 polegadas, com um sistema de arquivo em disco optico. A resolugao €& de
1280x1024 pixels com 256 cores.
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Foram utilizados sete coelhos neste trabalho. Os animais apresentavam um peso corporal
médio e distribuicao pelo sexo semelhante nos 2 grupos considerados: Grupo | os coelhos em
que foram administrados liposomas neutros peguilados e Grupo Il os coelhos em que foram
administrados liposomas positivos nao peguilados (Tabela I).

Tabela | — Descrigao dos 2 grupos de coelhos estudados

Grupo Coelhos Peso (Kg) Sexo (M/F) Liposomas usados
| 1,2,3,4 3,9+0,32 4/0 Neutros peguilados
Il 5,6,7 4,1+0,35 3/0 Positivos nao peguilados

A - Eficiencia de marcacgao do radiofarmaco

A eficiéncia foi calculada através de imagem cintigrafica das tiras de cromatografia, tendo
para isso sido colocadas directamente sobre o detector (isoladas com uma folha de plastico).
Para a quantificacao foi usada uma matriz 128x128 pixels e o tempo de aquisi¢cao foi de 30

segundos (Fig. 21).

Fig. 21 —imagem cintigrafica do primeiro sistema cromatografico

O algoritmo usado calcula o integral de actividade da linha ao longo do comprimento da
tira, expressando este valor sob a forma de um grafico actividade/comprimento. De acordo com
os calculos descritos na metodologia, obtivemos, para a percentagem de complexo lipofilico pri-
mario *"Tc-HMPAO (%*"Tc-HMPAO), os resultados constantes na tabela Il:

Tabela Il — eficacia de marcacao do radiofarmaco

Coelho 1 2 3 4 5 6 7 Média+DP
%99mTc-HMPAO 81 85 89 88 81 70 75 81,3+6,9
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B - Eficiencia de marcacao dos liposomas

Foi quantificado o niumero de contagens da tira cromatografica da forma descrita no item
anterior (Fig. 22).

Fig. 22

A — exemplo de grafico actividade/percurso do sistema cromatografico para liposomas neu-
tros peguilados. B - Imagem cintigrafica da tira correspondente ao grafico A. C — exemplo de
grafico actividade/percurso do sistema cromatografico para liposomas positivos nao peguilados.
D — Imagem cintigrafica da tira correspondente ao grafico C

Conforme a metodologia descrita, obtivemos, para a percentagem de liposomas marca-
dos, os seguintes resultados (Tabela Ill e grafico 1):
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Tabela Il — eficacia de marcacao dos liposomas

Coelho 1 2 8 4 5 7 8 Media Grupo |l  Média Grupo Il
% liposomas marcados 91 86 94 86 57 44 68 89,25+3,95 56,33+12,01

Grupo | Grupo Il

Grafico 1 — eficacia de marcagao dos liposomas

C - Estudo Cintigrafico
C.1 - Aquisicoes dinamicas

A aquisi¢cao dinamica durante a primeira hora pos-reperfusao, em matrizes de 64x64 com
120 imagens de 30 segundos, em vista anterior, na janela de energia do Tecnécio (140 + 20 keV),
permitiu, apds o desenho de areas de interesse em varios 6rgaos (coragao, pulmao, figado e
rim), obter as respectivas curvas actividade/tempo. Estes valores foram corrigidos para o decai-
mento do Tecnécio e expressos em percentagem de actividade injectada. Finalmente foram efec-
tuados graficos relativos aos valores médios nos 2 grupos considerados (Graficos. 2A e 2B).
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AQUISICOES DINAMICAS - Média Grupo |
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Grafico 2A — Tradugao grafica dos valores médios correspondentes as aquisi¢des dinamicas, na primeira
hora pos-reperfusao, para o coragao, pulmao, figado e rim no grupo | (liposomas neutros peguilados)

AQUISIGOES DINAMICAS - Média Grupo Il
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Grafico 2B — Traducgao grafica dos valores médios correspondentes as aquisicoes dinamicas, na primeira
hora pos-reperfusao, para o coragao, pulmao, figado e rim no grupo Il (liposomas positivos nao peguilados)
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C.2 - Aquisicoes cintigraficas estaticas do coracao isolado

Conforme a descricao metodologica, 3,5 horas apds as injeccoes dos radiofarmacos o
coragao isolado foi colocado na camara de raios gama, directamente sobre o colimador de ori-
ficios paralelos de baixa energia e alta resolu¢ao, e realizaram-se aquisi¢oes estaticas nas inci-
déncias esquerda (IE) e direita (ID). Como ja foi referido, as imagens obtidas na janela de ener-
gia do *"Tc correspondem a distribuicao miocardica dos liposomas marcados; relativamente as
imagens na janela do *'Tl, tendo em conta que a frequéncia cardiaca média (F.C.M) no coelho
adulto em repouso é cerca do triplo da F.C.M. basal no ser humano adulto, irao corresponder
predominantemente a redistribuicao cardiaca do radiofarmaco no miocardio isquémico viavel
(Figs. 23. Ae 23.B).

Fig. 23.A — Imagens estaticas do coragao isolado de um coelho do grupo |, nas incidencias esquerda (IE)
e direita (ID), nas janelas de energia do ®'Tl e *"Tc

a—IE*'TI b —IE*"Tc
c—ID Tl d—ID *"Tc
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Fig. 23.B — Imagens estaticas do coracao isolado de um coelho do grupo Il, nas incidéncias esquerda (IE)
e direita (ID), nas janelas de energia do ®'Tl e *"Tc

a—|E>TI b —IE*"Tc
c—ID Tl d—ID *"Tc

Em todos os animais dos 2 grupos estudados, a inspecgao visual das imagens cintigrafi-
cas tardias do ®'Tl, correspondentes a sua redistribuicao, pareciam efectivamente corresponder
a regiao miocardica vascularizada pela por¢cao distal da artéria descendente anterior que foi
experimentalmente ocluida.

Alem disso, parecia também haver coincidencia entre as imagens cintigraficas de redistri-
buicao cardiaca do ®'Tl correspondentes ao territorio de miocardio isquémico viavel e as ima-
gens de maior concentragao dos liposomas marcados na janela do *“"Tc.

Para tentar objectivar esta primeira analise visual qualitativa, procedemos, conforme o
esquema metodologico, ao desenho de areas de interesse para calculo dos coeficientes de cap-
tacao: nas imagens de |IE ®'TI desenhamos como areas de interesse a metade esquerda que
abrange a regiao de miocardio isquémico e a metade direita correspondente a miocardio sao.
Nas imagens de ID *'TI desenhamos também duas areas de interesse, mas neste caso a meta-
de direita abrange o miocardio isquémico e a metade esquerda corresponde a miocardio sao.
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Em seguida, as zonas definidas nas imagens do ®'T| foram transpostas para as imagens do
%mTe (Fig. 24).

Fig. 24 — Exemplo de desenho de areas de interesse nas imagens *'Tl e sua transposicao para as imagens
*rTe.

a— |E=®TI b — IE*"Tc
c—ID >l d—ID *"Tc
[ - area de interesse que inclui regiao de miocardio isquémico viavel

[_I- area de interesse que inclui miocardio predominantemente sao

Para cada area de interesse foram entao calculados os seguintes parametros: nUmero de
contagens total (CT), o valor do pixel com contagem maxima (CM), e o valor médio das conta-
gens na area (M). Finalmente foram calculados os coeficientes de captacao (C.C.) da area
isquémica em relagao ao miocardio normal, tanto para o ®'Tl como para o *"Tc:

C.C. = contagem méaxima (MC) na area de interesse que inclui miocéardio viavel
valor médio (A) da area de interesse com miocardio sao
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Depois de calculados os C.C. para todos os animais, obtiveram-se os respectivos valores
médios e desvios padrao (Tabela IV e grafico 3).

Tabela IV — coeficientes de captacao

Grupo | Grupo Il
Incidencia 2017 enTe 21| e Te
IE 2,38+0,35 2,0+0,39 2,93+0,51 2,05+0,17
ID 1,9440,26 2,0340,5 2,78+0,38 2,03+0,28

Coeficientes de captagao Grupo |

25

|

1,5 +
BTc

0,5 -

Incidéncia

Coeficientes de captagdao Grupo ll

(=1l
BTc

Incidéncia

Grafico 3 — eficacia de marcagao dos liposomas

58



JOSE ALEXANDRE ANTUNES

C.3 - Imagens SPET do coracao isolado

De acordo com a descricao metodologica, o coragao isolado foi submetido a uma tomo-
grafia por emissao de fotao simples (SPET), igualmente para 2 janelas de energia: 140 + 20 keV
(Tecnécio) e 72 + 20 Kev (Talio). Foi usada uma matriz de 64x64, zoom 2, orbita circular com
minimizagao da distancia, pelo que usamos uma cama especifica, € com aquisi¢cao num arco
de 360 graus, para 64 vistas. A aquisicao tomografica foi realizada com uma colimador de orifi-
cios paralelos, de baixa energia e alta resolugao (Fig. 25).

Fig. 25.A — Imagem SPET
do coragao isolado de um
animal do grupo |
(injectado com liposomas
neutros peguilados) na
janela do *'Tl:

A.1 — cortes transversais
A.2 — cortes sagitais

A.3 — cortes longitudinais

Fig. 25.B — Imagem SPET
do coracao isolado de um
animal do grupo |
(injectado com liposomas
neutros peguilados) na
janela do *"Tc:

B.1 — cortes transversais

B.2 — cortes sagitais

B.3 — cortes longitudinais
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Fig. 25.C — Imagem SPET
do coragao isolado de um
animal do grupo Il
(injectado com liposomas
positivos nao peguilados)
na janela do ®'Tl:

C.1 — cortes transversais
C.2 — cortes sagitais

C.3 — cortes longitudinais

Fig. 25.D — Imagem SPET
do coracao isolado de um
animal do grupo Il
(injectado com liposomas
positivos nao peguilados)
na janela do *"Tc:

D.1 — cortes transversais
D.2 — cortes sagitais

D.3 — cortes longitudinais

D - Estudo de biodistribuicao

Tal como descrito na metodologia, foi feito para cada coelho o céalculo da actividade espe-
cifica e estudo de biodistribuicao para os 6rgaos considerados. Para os 2 grupos de coelhos foi
calculada a média e desvio padrao relativamente a cada 6rgao (Tabela V) e traduzida grafica-

mente (Gréaficos 4A e 4B).

60



JOSE ALEXANDRE ANTUNES

o
5-
<

— Wy
__-. einpuiob
—lll o[nasnwi
i obelwg)sa
_.-. aployx
Tnl. E|2}502
_II. siepuab
_.l. ebixaq
_||. ojeqased
— 01190
_|I. apioly
_I.. 0ssoi) |
_|I. opebjeq ‘|
+— N ©Ino|SoA
HE————" bs| w02
— N oveju3 00
— S feusoN 100
—— R oewind
S 05eq
TI. opebyy
— — S
——EEE T
R

o o
L
+ o

opioa) ap ewelb Jod epejoalul asop

o (=] (=] L=
e I T
(3] o~ o -

3,00
0,00

o

n

=}
%

Grafico 4A — Tradugao grafica dos resultados do estudo de biodistribuicao: médias e desvios padrao para
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Tabela V — Valores do estudo de biodistribui¢ao: médias e desvios padrao para cada 6rgao nos Grupos | e Il

Orgao Grupo | Grupo I
Média Desvio padrao Média Desvio padrao

Urina 1,32 0,97 0,44 0,22
Sangue 1,90 1,02 0,31 0,11
Bilis 2,93 1,33 0,97 0,30
Figado 0,84 0,22 0,78 0,21
Baco 1,94 1,24 0,65 0,40
Pulmao 2,15 0,69 1,30 0,20
Coragao normal 1,42 0,28 0,53 0,09
Coragao enfarte 1,33 0,41 0,59 0,34
Coragao isquémia 1,50 0,12 0,58 0,12
Vesicular 1,68 0,48 0,85 0,23
Int. delgado 0,66 0,54 0,50 0,25
Int. grosso 0,26 0,19 0,39 0,06
Tiroide 0,50 0,48 3,34 2,70
Cerebro 0,51 0,38 0,45 0,13
Cerebelo 0,46 0,36 0,31 0,11
Bexiga 0,44 0,14 0,29 0,05
Genitais 0,36 0,19 0,30 0,14
Costela 0,37 0,28 0,18 0,05
Xifoide 0,13 0,08 0,16 0,04
Estomago 0,30 0,07 0,46 0,19
Musculo 0,37 0,23 0,19 0,04
Gordura 0,10 0,04 0,08 0,00
Rim 1,19 0,39 0,57 0,14
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A - Aspectos Metodologicos

A.1 — Preparacao dos liposomas e controlo de qualidade.

Os liposomas assumem neste trabalho um papel essencial que se presta a varias consi-
deracgbes: em primeiro lugar a escolha do(s) tipo(s) a utilizar obrigou a uma pesquisa exaustiva
e minuciosa na literatura ja publicada. Procuramos seleccionar as composi¢coes com melhores
resultados demonstrados em modelos animais de isquemia miocardica, tendo a nossa escolha
recaido sobre liposomas unilamelares de carga positiva e neutra. O aumento do tempo de cir-
culacao dos liposomas através do uso de lipidos derivados do polietilenoglicol foi também por
nbs assumido como aspecto de grande relevo, pelo que optamos pela sua utilizagao num dos
tipos de liposomas.

Para o uso de liposomas in vivo &€ fundamental a possibilidade de, uma vez administrados,
acompanhar a sua distribuicao. Um dos métodos mais usados consiste na marcagao dos lipo-
somas com agentes emissores gama de modo a possibilitar a sua deteccao cintigrafica.
Optamos neste trabalho pela marcagao da fase aquosa do liposoma apds manufactura (“after
loading”) dadas as elevadas eficiencia de marcagao e estabilidade in vivo. O radioisbtopo esco-
lhido foi o Tecnécio 99 metastavel (*"Tc). O *"Tc tem um periodo de semi-desintegragao de 6
horas o que permite injectar elevada actividade no doente com uma dosimetria favoravel e a
energia da sua emissao gama (140 KeV) é ideal para a espessura dos cristais de cintilagao
habitualmente usados nas camaras gama. Associadamente, o *"Tc esta facilmente disponivel
pois & produzido num gerador de Molibdénio (*Mo) e tem uma quimica facil e bem conhecida.
Foi utilizado o quelante hexametilpropilenamina oxima também designado por exametazima
(HMPAO) liofilizado, que forma quelatos com o *"Tc de elevada lipofilicidade. O *"Tc-HMPAO é
entao adicionado a liposomas previamente produzidos contendo glutatiao reduzido encapsula-
do, vai atravessar a bicamada lipidica e reagir com o glutatiao reduzido presente na fase aquo-
sa, formando um complexo hidrofilico, pelo que fica irreversivelmente encapsulado dada a inca-
pacidade de atravessar a fase lipidica.

Quando se procede a marcagao do quelante HMPAO com o *"Tc, a solugao obtida con-
tém, para além do complexo lipofilico primario (*"Tc-HMPAO) alguns produtos contaminantes
nomeadamente tecnécio livre, tecnécio reduzido-hidrolisado nao ligado, e o chamado comple-
xo secundario de *"Tc-HMPAO. Dai a importancia de um estrito controlo da eficiencia de mar-
cacgao. Foram necessarios tres sistemas microcromatograficos combinados para a completa
determinacao da qualidade do composto, dada a possibilidade de haver tres contaminantes.

A segunda cromatografia de exclusao molecular em Sephadex® foi realizada para assegu-
rar que a solugao de liposomas marcados a injectar nao contivesse quaisquer vestigios de tra-
cadores nao englobados, do que resultaria uma biodistribuicao errobnea. Para confirmar a ine-
xistencia de tracadores nao englobados, posteriormente a cromatografia de exclusao molecular
foi realizada uma microcromatografia ascendente usando ITLC-SG como fase fixa e soro fisio-
logico como fase movel.
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A.2 — Modelo experimental animal

No que respeita a escolha do melhor modelo animal para o estudo do enfarte agudo do
miocardio, encontramos facilmente defensores de um determinado modelo em relagao aos res-
tantes. Neste trabalho, a técnica cirlrgica de laqueacao da artéria coronaria descendente ante-
rior, utilizada para provocar isquemia aguda, esta muito dificultada em animais de pequeno
porte. Alem disso, a utilizagao de metodologia cintigrafica torna dificil, por motivos de resolucao
espacial, a utilizagao de animais de pequenas dimensbes. Foi também determinante na nossa
escolha o uso de um modelo animal ja usado em trabalhos semelhantes de modo a podermos
fazer comparacgoes mais fidedignas. Neste contexto a nossa op¢ao foi para o uso do coelho. A
docilidade deste animal, a presenca de veias superficiais adequadas a administragcao farmaco-
lbgica e sobretudo o seu facil manuseamento no biotério, constituiram ainda vantagens adicio-
nais da nossa escolha.

A.3 — Utilizacao do *'TI em simultaneo com os liposomas marcados com *"Tc

O Tl foi injectado no mesmo tempo dos liposomas marcados. Trata-se de um catiao
monovalente com um comportamento biologico semelhante ao do potassio. A sua captagao
celular envolve um transporte activo através da bomba de Na*/K* pelo que sb tem lugar na pre-
senca de uma membrana celular integra. A elevada extrac¢ao deste radiofarmaco na primeira
passagem pelo tecido miocardico, bem como a proporcionalidade directa que existe entre a sua
captacgao celular e o fluxo sanguineo local, permitem a utilizacao do #®'Tl para estudos de per-
fusao miocardica com aquisi¢ao de imagens cintigraficas logo apbds a sua administragao. Depois
da captagao inicial pelo tecido miocardico com perfusao normal, verifica-se captagao mais lenta
pelas zonas miocardicas hipoperfundidas mas ainda viaveis; as imagens que se obtem cerca
de 3 a 4 horas apbs a sua administragao permitem identificar o miocardio isquémico viavel [71].
Este processo de redistribuicao do *'Tl esta na base da sua utilizagao para estudos de viabili-
dade miocardica [71,72].

No nosso trabalho, as imagens estaticas e SPET do coragao isolado na janela do ®'Tl que
foram obtidas passadas pelo menos 3,5 horas da sua administracao, irao corresponder a redis-
tribuicao cardiaca do radiofarmaco no miocardio isquémico viavel.

A.4 — Avaliacao funcional com radionuclideos

Na grande maioria dos estudos publicados com uso de liposomas in vivo, a sua distribui-
¢ao é objectivada através do uso de técnicas de anatomia patologica como a microscopia de
fluorescéncia [49,67], ou com recurso a estudos de biodistribuicao com tragadores radioactivos
[52-56,61,65,66]. Existem apenas alguns trabalhos em que sao obtidas imagens cintigraficas,
sobretudo nas areas da oncologia e reumatologia [68-70]. No nosso trabalho, utilizamos tanto
as imagens cintigraficas como os estudos de biodistribuicao, com o maximo de informacgao
quantitativa em ambas as vertentes. As aquisicoes dinamicas permitiram a obteng¢ao de curvas
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% actividade administrada/tempo para varios 6rgaos na 12 hora pos-reperfusao; as aquisicoes
estaticas do coracgao isolado possibilitaram uma primeira analise qualitativa da distribuicao do
2'T] e dos liposomas marcados com o *"Tc bem como o calculo dos coeficientes de captacao;
e as imagens de SPET tornaram possivel uma melhor comparagao visual entre a distribuicao
cardiaca do ®'Tl e dos liposomas marcados com o *"Tc.

A.5 — Avaliacao da area em risco e de necrose miocardica

A area em risco tem sido avaliada pela maior parte dos autores através da injec¢ao de
corantes vitais (azul monoastral ou azul de Evans) nos vasos coronarios nao ocluidos bem
como na porgao proximal do vaso ocluido. Com esta técnica sao identificadas de uma forma
macroscopica as zonas de miocardio coradas de azul que correspondem a miocardio sao e as
zonas que nao estao coradas constituem a area em risco [54,65].

Para uma distincao, na area em risco, do tecido viavel do tecido necrosado, & usada fre-
quentemente a técnica de coloragao com tetrazolina. Esta técnica baseia-se na injec¢ao no ter-
ritbrio vascular isquémico de tetrazolina, a qual permite distinguir macroscopicamente o tecido
viavel que cora de vermelho do tecido necrosado que cora de castanho [54].

As técnicas descritas sao de facil execugao e nao onerosas, mas apresentam algumas
desvantagens. No que respeita ao uso de azul de Evans nao existem duvidas de que é ade-
quado para avaliar a area em risco em modelos experimentais de enfarte agudo do miocardio
com poucas horas ou até 2 dias de evolugao. No entanto, tendo em consideracao o desenvol-
vimento natural e por vezes extenso de vasos colaterais para o interior da area em risco, que
se inicia a partir do segundo dia de enfarte, a utilizagao desta técnica a partir desta altura pode
associar-se a erros importantes na avaliacao da dimensao da area em risco. Relativamente a
coloracao com tetrazolina trata-se de uma técnica grosseira, pois nao permite identificar as com-
plexas interdigitacbes que se estabelecem entre as zonas necrbticas e nao necrbticas, habi-
tualmente visiveis apenas com a ajuda do microscopio [3].

No nosso trabalho foi possivel a utilizacao das duas técnicas de coloragao sem prejuizo
dos resultados pelas respectivas limitagoes, dado que utilizamos um modelo experimental de
enfarte agudo do miocardio com apenas 90 minutos de evolugao e ainda porque nao preten-
diamos medir de forma rigorosa a necrose miocardica ou a area em risco.

B — Resultados obtidos

B.1 — Mortalidade

A mortalidade cirlrgica no nosso trabalho foi nula, enquadrando-se ao nivel dos melhores
resultados apresentados noutros estudos publicados que descrevem valores entre 0os 0% € 0s
15% [52-56]. Este facto ficou a dever-se a uma metodologia cuidada e rigorosa no que respei-
ta a cuidados pré-operatorios e a execugao da técnica cirlrgica com suporte anestésico.
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A baixa taxa de mortalidade encontrada, aliada como veremos adiante a constancia dos
resultados obtidos para cada grupo estudado, traduz ainda, na nossa opiniao, 0 sucesso num
dos objectivos deste trabalho que foi a criagao de um modelo animal de isquemia-reperfusao
funcionante e reprodutivel.

B.2 — Producao e marcacao dos liposomas

A produgao de liposomas e a sua marcagao constitui um processo longo e minucioso que
obedece a uma metodologia rigorosa ja extensivamente descrita.

No que respeita a eficiencia de marcacao do radiofarmaco obtivemos valores uniforme-
mente elevados de 81,3%+6,9 (média + desvio padrao). Trata-se de um valor elevado que sig-
nifica a existéncia de quantidades reduzidas de produtos contaminantes, condicao essencial
para o passo seguinte de marcagao dos liposomas com o radiotracador.

A marcagao radioactiva dos liposomas foi efectuada através da adicao do tragador a sus-
pensao dos liposomas, ficando a incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente. A solu-
¢ao final contém, conforme referido anteriormente, produtos contaminantes que correspondem
predominantemente a tragador nao englobado. Uma vez que essas substancias possuem
dimensbes inferiores as dos liposomas, podem ser em grande parte eliminadas através de um
processo de cromatografia de exclusao molecular.

O controlo da eficiencia da marcacao dos liposomas, realizado através de microcromato-
grafia ascendente em ITLC-SG, revelou uma eficiencia de marcacao elevada para os liposomas
neutros peguilados utilizados no grupo I, com média e desvio padrao de 89,25%+3,95. Sao valo-
res concordantes com os descritos na literatura que se situam entre os 85 e 98%. Relativamente
a marcagao dos liposomas positivos nao peguilados utilizados no grupo Il os resultados foram
consideravelmente mais baixos, assumindo uma média e desvio padrao de 56,33%+12,01.
Uma vez que a eficiencia de marcacao do radiofarmaco foi constante e elevada em todos os
coelhos estudados, podemos assumir que a suspensao do tragcador que foi adicionada aos lipo-
somas utilizados, continha em todos eles um predominio de complexo lipofilico primario (*"Tc-
HMPAO) apto a atravessar a bicamada lipidica dos liposomas para sua marcagao. Sendo a efi-
ciencia de marcacao dos liposomas positivos nao peguilados utilizados no grupo Il muito infe-
rior a dos liposomas neutros peguilados utilizados no grupo |, esse facto ficara certamente a
dever-se a diferencas entre os dois tipos de liposomas. Na nossa opiniao, essa diferenca cor-
responde provavelmente a uma menor estabilidade in vitro dos liposomas positivos nao pegui-
lados, podendo significar a perda do seu conteudo radioactivo.

B.3 — Execucao da técnica cirurgica
Os procedimentos cirlrgicos anteriormente descritos na metodologia, nomeadamente a tra-

queostomia com inser¢ao de tubo endotraqueal, toracotomia lateral esquerda, incisao anterior do
pericardio, suspensao cardiaca na bolsa pericardica, identificagao e laqueacao da artéria
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coronaria descendente anterior no inicio do seu tergo distal através de um no efectuado com
seda cirUrgica, e seccao do no apds 90 minutos de isquemia para permitir a reperfusao, foram
de facil execugao no modelo animal escolhido, decorrendo sem quaisquer complicagoes. A téc-
nica desenvolvida mostrou ser reprodutivel e funcional para o objectivo a que nos propusemos.

B.4 — Dinamica dos liposomas marcados, na primeira hora apos administracao

A aquisicao dinamica durante a primeira hora apos administracao dos liposomas marca-
dos, com imagens em vista anterior na janela de energia do tecnécio-99m (140 + 20 keV), per-
mitiu, apds o desenho de zonas de interesse no cora¢ao, no pulmao, no figado e no rim, obter
as respectivas curvas actividade/tempo. Estes valores foram corrigidos para o periodo de
decaimento do *"Tc (6 horas) e expressos em percentagem de actividade injectada. Durante
este periodo de tempo, a actividade presente no coragao e no pulmao correspondeu na sua
maioria ao compartimento sanguineo de liposomas, enquanto a actividade detectada no figado
e no rim traduziu fundamentalmente o metabolismo e excrecao do conteuido liposomico.

A analise dos graficos 2A e 2B leva-nos a concluir que, na primeira hora apds administra-
¢ao, os liposomas neutros peguilados sao menos captados a nivel hepatico e renal permane-
cendo por isso mais em circulagao do que os liposomas positivos nao peguilados. Estes resul-
tados confirmam o aumento do tempo de circulagao que se obtém com o uso de derivados do
polietilenoglicol.

B.5 — Distribuicao cardiaca dos liposomas marcados com *“"Tc, distribuicao cardia-
ca do *'Tl administrado e comparacao das duas distribuicoes através de ima-
gens cintigraficas

Conforme a descricao metodologica, 3,5 horas apds as injecgoes dos radiofarmacos o
coragao isolado foi colocado na camara de raios gama e realizaram-se aquisicoes estaticas nas
incidéncias esquerda (IE) e direita (ID) para as janelas de energia do Tecnécio (140 + 20 keV)
e do Talio (72 + 20 Kev). Como ja foi referido, as imagens obtidas na janela de energia do *"Tc
correspondem a distribuicao miocardica dos liposomas marcados e as imagens na janela do
21T| traduzem a redistribuicao cardiaca do radiofarmaco no miocardio isquémico viavel.

A inspecgao visual, em todos os animais dos 2 grupos estudados as imagens cintigraficas
tardias do #'Tl, correspondentes a sua redistribuicao, pareciam corresponder a regiao miocar-
dica vascularizada pela porcao distal da artéria descendente anterior que foi experimentalmen-
te ocluida. Alem disso, parecia também haver coincidencia entre as imagens cintigraficas de
redistribuicao cardiaca do *'TI correspondentes ao territorio de miocardio isquémico viavel e as
imagens de maior concentra¢ao dos liposomas marcados na janela do *"Tc. Para tentar objec-
tivar esta primeira analise visual qualitativa, procedemos, conforme o esquema metodologico,
ao desenho de areas de interesse para calculo dos coeficientes de captagao. Os valores que
apuramos para os referidos coeficientes foram, nos dois grupos estudados, todos superiores a
1,9, quer para o ®'Tl quer para o *"Tc. Estes resultados sugerem a existéncia de afinidade dos
2 tipos de liposomas utilizados para miocardio isquémico viavel.
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No seguimento das aquisigbes estaticas, o coracao isolado foi submetido a uma tomogra-
fia por emissao de fotao simples (SPET), igualmente para 2 janelas de energia: 140 + 20 keV
(Tecnécio-99m) e 72 + 20 Kev (Talio-201). Foi usada uma matriz de 64x64, zoom 2, orbita cir-
cular com minimizagao da distancia, e com aquisicao num arco de 360 graus, para 64 vistas. A
semelhanca do que se verificou com as imagens estaticas, a analise visual das imagens obti-
das em todos os coelhos dos dois grupos estudados revelou coincidencia entre as imagens cin-
tigraficas de redistribuicao cardiaca do #'Tl, correspondentes ao territorio de miocardio isqué-
mico viavel, e as imagens de maior concentragao dos liposomas marcados na janela do *"Tc.

Todos estes resultados apontam para a existéncia de afinidade quer dos liposomas neu-
tros peguilados quer dos liposomas positivos nao peguilados para miocardio isquémico viavel.
No entanto, tratam-se apenas de analises qualitativas ou semiquantitativas. So através do pos-
terior estudo de biodistribuicao pudemos obter resultados quantitativos.

B.6 — Estudo de biodistribuicao
Para uma correcta apreciacao dos resultados do estudo de biodistribui¢ao, & importante

saber quais os produtos radioactivos em circulagao e conhecer as suas dinamicas in vitro e in
vivo. A figura 26 pretende esquematizar esse complexo processo.
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Quando analisamos os valores obtidos da percentagem de actividade injectada por grama
de tecido, nao devemos esquecer que para alem dos liposomas marcados, existem outros tra-
cadores em circulagao cujas concentracoes relativas irao variar fundamentalmente de acordo
com a estabilidade in vitro e in vivo dos liposomas em uso.

No que respeita aos valores de biodistribuicao dos liposomas neutros peguilados usados no
grupo |, temos a partida uma elevada estabilidade in vitro comprovada pela alta eficiencia de mar-
cacao dos liposomas. Por essa razao, e tendo em conta que a eficiencia de marcagao prévia do
radiofarmaco também foi elevada, as quantidades de *™Tc livre, tecnécio reduzido hidrolisado nao
ligado, complexo *"Tc-HMPAO hidrofilico secundario e complexo *"Tc-HMPAO lipofilico primario
nao encapsulados in vitro, serao muito reduzidas. Podemos assim dizer que, a suspensao de lipo-
somas marcados administrada no grupo | apresenta um elevado grau de pureza radioquimica, o
que significa que os resultados da biodistribuicao traduzem com rigor, a real afinidade dos liposo-
mas por cada 6rgao analisado.

Relativamente aos resultados obtidos com os liposomas positivos nao peguilados usados no
grupo ll, embora a semelhanga do grupo | a eficiencia de marcagao do radiofarmaco tenha sido
elevada, a eficiencia de marcagao dos liposomas foi bastante inferior. Quer isso dizer que, devido
a uma menor estabilidade in vitro dos liposomas positivos nao peguilados, a suspensao dos lipo-
somas marcados administrados ao grupo Il continha os tragadores nao englobados *“"Tc livre, tec-
nécio reduzido hidrolisado nao ligado, complexo *"Tc-HMPAO hidrofilico secundario e complexo
*mTc-HMPAO lipofilico primario em quantidades nao desprezaveis. Deste modo, os resultados da
biodistribuicao traduzem a afinidade dos liposomas por cada 6rgao analisado, mas esses valores
estarao enviesados, fruto de uma estabilidade in vitro reduzida, pela presenca significativa de tra-
cadores nao englobados.

Da analise dos resultados in vivo obtidos com os liposomas neutros peguilados no grupo |,
podemos dizer que estes apresentam uma afinidade cardiaca elevada relativamente a generali-
dade dos outros 6rgaos, apenas comparavel com os pulmoes, o sangue, o figado, o baco, a vesi-
cula, a bilis, o rins e a urina. A presenca de actividade nestes 6rgaos tem significado diferente.
Assim, a actividade no sangue e nos pulmoes esta em relagao com um maior tempo circulatorio
dos liposomas, enquanto que nos outros 6rgaos a sua presenca traduz as suas vias de metabo-
lismo e excrecao. No que respeita a distribuicao cardiaca relativa, os resultados obtidos nas 3
regioes consideradas sao semelhantes; no entanto, o miocardio necrosado apresenta valores
ligeiramente inferiores e o miocardio viavel valores ligeiramente superiores ao miocardio normal.

Analisando os resultados obtidos com os liposomas positivos nao peguilados no grupo |,
temos valores uniformemente inferiores aos do grupo | com excepc¢ao da tirbide, provavelmente
consequéncias da sua menor estabilidade in vitro. Porém, outro facto chama a atengao: a peque-
na actividade detectada nos pulmbdes, e principalmente, no sangue. Atribuimos esse resultado a
um menor tempo de permanéncia no pool sanguineo, ou seja, estes liposomas positivos sao muito
mais rapidamente captados pelos 6rgaos de distribuicao. Quanto a distribuicao cardiaca, & tam-
bém elevada relativamente a generalidade dos outros 6rgaos, sendo igualmente apenas compa-
ravel com os o6rgaos de metabolismo e liquidos de excre¢ao. No que respeita a distribuicao car-
diaca relativa, os resultados obtidos nas 3 regides consideradas sao também semelhantes; no
entanto, o miocardio necrosado apresenta agora valores ligeiramente superiores e o miocardio
normal valores ligeiramente inferiores ao miocardio viavel.
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Quando comparamos os resultados qualitativos e semiquantitativos obtidos nas imagens
cintigraficas estaticas e SPET do coracgao isolado, com os valores quantitativos de actividade
encontrados nas 3 regides miocardicas consideradas no estudo de biodistribuicao, fomos sur-
preendidos por um facto: a evidencia das imagens obtidas, no sentido de haver uma captagao
claramente superior de liposomas pelo miocardio isquémico relativamente ao miocardio normal,
nao foi correspondida nos estudos de biodistribuicao onde a actividade obtida nas regioes mio-
cardicas consideradas foi apenas discretamente inferior no miocardio normal relativamente ao
miocardio isquémico. Fomos entao rever cuidadosamente todos os passos metodologicos bem
como os resultados obtidos em todos os coelhos estudados. Desta analise, encontramos como
possivel explicagao para o facto, a utilizagao de técnicas macroscopicas grosseiras para a iden-
tificacao das zonas miocardicas de risco e de necrose. Embora estas se afigurassem inicial-
mente como adequadas para 0s objectivos propostos, o risco de erro nao desprezavel a que
estao sujeitas podera ter enviesado os resultados obtidos na sequéncia da sua utilizacao.
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Este trabalho reveste-se de alguma complexidade, pois envolve variadas areas de conhe-
cimento como a bioquimica, a medicina nuclear, a cardiologia e a cirurgia, requerendo um nivel
de exigencia elevado em todas elas. Esta afirmacao aplica-se quer no que respeita a materiais
envolvidos como o laboratorio de bioquimica e produtos para produgao dos liposomas, o labora-
torio de investigacao experimental para prepara¢ao e manutencao dos animais e o laboratoério de
medicina nuclear incluindo um gerador de *Mo/*"Tc, uma camara de raios gama e software ade-
quado para o processamento de imagens, quer ainda no que respeita a técnicas e conhecimen-
tos em causa, pois envolve experiencia em producao e marcagao de liposomas, conhecimentos
em cardiologia assim como conhecimentos e experiencia de cirurgia animal para a criagao do
modelo de isquemia-reperfusao. Nao podemos deixar de referir todo um trabalho de pesquisa por
forma a reunir os resultados publicados até ao momento actual permitindo a delineagao de objec-
tivos actuais e pertinentes e a organizagao de uma metodologia precisa.

Relativamente aos resultados obtidos podemos concluir:

+ Foram produzidos liposomas neutros peguilados e positivos nao peguilados marcados
com *"Tc. A eficiéncia de marcacgao do radiofarmaco usado para a marcagao foi elevada.
No que respeita a eficiencia de marcagao dos liposomas, obtivemos bons resultados com
os liposomas neutros peguilados mas os valores conseguidos com os liposomas positi-
vos nao peguilados foram bastante inferiores, consequéncia provavel de uma menor
estabilidade in vitro.

Desenvolveu-se um modelo animal de isquemia-reperfusao funcionante e reprodutivel.

Verificou-se uma captagao importante a nivel cardiaco, quer em termos absolutos quer
em relagao aos outros d6rgaos, em ambos os tipos de liposomas utilizados. No entanto,
os valores obtidos com os liposomas positivos nao peguilados foram inferiores aos dos
liposomas neutros peguilados, provavelmente devido a sua maior instabilidade in vitro e
ao seu menor tempo de circulagao. No que respeita a captagao cardiaca dos liposomas,
comparando os trés tipos de miocardio, os valores quantitativos que obtivemos nas 3
regioes miocardicas consideradas foram, nos dois tipos de liposomas utilizados, apenas
discretamente inferiores no miocardio normal relativamente ao miocardio isquémico.

A maior captagao de liposomas neutros peguilados por parte do miocardio isquémico
ocorre nas areas onde a redistribuicao do 201TI esta presente. Esta evidéncia nao é tao
acentuada para os liposomas positivos.

Estes diferentes comportamentos, sugerem que a composi¢ao da parede liposomica tera
de ser reformulada, no sentido de maximizar a afinidade para as areas isquémicas e
simultaneamente minimizar a captacao pelo miocardio normal e necrosado.

Perante os resultados obtidos, afigura-se-nos como continuagao logica deste trabalho,
uma intervengao na composi¢cao da membrana liposomal no sentido de obter liposomas com
uma afinidade mais selectiva para o miocardio isquémico viavel. Para aléem disso, as técnicas
de identificagao das zonas de risco e de necrose a utilizar futuramente deverao ser mais rigo-
rosas de forma a minimizar o risco de erro.
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