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RESUMO

O desenvolvimento de nano-radiofarmacos é uma atividade imprescindivel ao progresso
da medicina nuclear, e fundamental para o diagndstico eficaz e precoce de cancer 6sseo.
Dentre as pesquisas atuais, 0os nano-radiofarmacos podem ser os mais eficazes na
deteccdo de tumores. Entretanto, adversidades no biodirecionamento do tumor, assim
como na adesao do nanoradiofarmaco no local desejado, mostram-se como 0s principais
problemas na deteccéo precoce e no tratamento destas células tumorais. As conquistas
da nanotecnologia, principalmente na nanomedicina, demonstram contribuigcbes
essenciais para que se superem obstaculos fisiologicos, tais como a transposicédo de
barreiras moleculares — através da utilizacdo das nanoparticulas. Dessa maneira, o
biodirecionamento e o0 aumento da aderéncia proporcionam a biodisponibilizacdo do
farmaco, possibilitando diagnostico precoce e tratamento com maior eficacia. Essa
dissertacao objetiva 0 desenvolvimento e avaliacdo da producao, caracterizagdo e uso
de nano-hidroxiapatita dopada com HOImio-166, além de avaliar a biodistribuicéo, in vivo,
de nanoparticulas marcadas com o radionuclideo Tecnécio-99m para a deteccao de
metastase 6ssea. A nano-hidroxiapatita foi sintetizada, por precipitacdo pela via umida,
de Hidroxiapatita dopada com 10% de Holmio 165. As nano-hidroxiapatitas dopadas
foram irradiadas no reator IEAR 1 no IPEN/CNEN, gerando assim o radionuclideo HoImio
166, beta e gama emissor . A caracterizacao das nanoparticulas foi realizada pela técnica
de microscopia eletrénica de varredura (MEV). A marcacdo com Tecnécio-99m foi pelo
método direto, determinado o seu rendimento pela cromatografia em papel, utilizando a
fase estacionaria papel de Whatmam n° 1 e para a fase movel a acetona. No estudo de
biodistribuicdo foram utilizados ratos Wistar sadios, que foram sacrificados 2 horas apos
a administracdo do nano-radiofarmaco e dessecados para contagem dos 6rgaos no
contador gama. O MEV evidenciou que as nanoparticulas apresentam forma esférica,
com dispersao de tamanho entre 200 a 250 nm.

A marcacao das nanoparticulas teve um rendimento maior do que 99 %. No estudo de
biodistribuicdo com ratos Wistar sadios, foi observado melhora na biodistribuicdo deste
farmaco com diminuicéo do efeito de primeira passagem, deixando-o mais circulante no

sangue, melhora na depuracgéo e diminui¢do no baco e figado, menor comprometimento



do sistema imune. O estudo em questao sugere que nano-hidroxiapatita dopada com
Holmio-166 seja seguro e especifico para as células metastaticas 0sseas.



ABSTRACT

The use of nanotechnology is increasing each day. The application in human health has
been one of the most important fields. Regarding this application and some materials,
hydroxyapatite is among the one most studied. The affinity of hydroxyapatite for so many
body constituents is incredible and his use as nanoparticle opened a totally new world.
However, although all the development in the field, encapsulating a nano-hydroxyapatite
still been a sensible point until now. In this article we describe a usefully methodology.
This new possibility arise new applications, especially for oncology and radiopharmacy,
due the possible to link a radionuclide and /or other substances like aptamers to this new

nanoparticle, providing this new structure features adjuvant to conventional one.

Key words: nanoradiopharmaceuticals, nanotechnology, oncology, scanning

electron microscopy, transmission electron microscopy, holmium-166.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer e sua incidéncia

O cancer é uma das doencas que mais preocupam especialista no mundo todo,
principalmente em funcdo da auséncia de tratamento efetivo que possibilite 100% de
cura para o paciente (ARAUJO, 2010). A denominagdo cancer € dada a um conjunto de
doencas que apresentam em comum o crescimento desordenado (maligno) de células
gue invadem os tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-se (metastase) para outras regiées
do organismo. Estas células tém um padréo de divisdo e multiplicacéo celular acelerado
e desordenado, dotando-as de uma agressividade intrinseca ( Inca, 2011).

O mecanismo causador das mutacdes que dao origem a carcinogénese (alteracao
do mecanismo de regulacdo, proliferacdo e diferenciacdo celular) néo esta
completamente elucidado, porém sabe-se que agentes fisicos, quimicos, bioldgicos
(virus), meio ambiente e a genética sao fatores capazes de influenciar no processo de
desenvolvimento dos canceres (ARAUJO, 2010). Os diferentes tipos de canceres
correspondem aos varios tipos de células do corpo (BRASIL, 2011).

Demais aspectos diferenciadores para os diversos tipos de cancer entre si sdo a
velocidade de multiplicacdo das células e a capacidade de invadir 6rgaos e tecidos
vizinhos ou afastados (metastases) (BRASIL, 2011). Na fase carcinogénica, as células
neoplasicas adquirem a habilidade de se desprender do foco tumoral e migram. Dessa
forma, invadem inicialmente os tecidos adjacentes, podendo adentrar o interior de vasos
sanguineos ou linfaticos e, através desses, disseminar-se, atingindo 6rgaos distantes da
origem tumoral, formando as metastases. (MELO et al., 2013).

As projecdes em torno do cancer na populacdo mundial tendem a aumentar nos
préximos anos, tendo em vista o aumento da expectativa de vida da populacdo. No Brasil,
as estimativas para os anos 2014 e 2015, feitas pelo Instituto Nacional de Cancer José

Alencar Gomes da Silva (Inca) é de aproximadamente 576 mil casos novos de cancer no

I N. A: Um tumor benigno traduz-se em uma massa localizada de células que se multiplicam vagarosamente e se
assemelham ao seu tecido original — o que constitui um risco de vida mais raro.
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Brasil, incluindo os casos de pele ndo melanoma, que € o tipo mais incidente para ambos
0s sexos (182 mil casos novos), seguido de préstata (69 mil), mama feminina (75 mil),
célon e reto (33 mil), pulmao (27 mil), estdmago (20 mil) e colo do utero (15 mil). (Inca,
2014)

Localizacdo primaria Casos NOVOS Y Localizacdo primaria Casos NoVoS Y
T T T T T T  etestata ¢ s3.800 aagm T Mama Feminina s7120 08%
Homens Mulheres )
Traqueia, Brénquio e Pulmao 16.400 5,4% Colon e Reto 17.530 6,4%
Célon e Reto 15.070 5,0% Colo do Utero 15.590 5,7%
Estémago 12.870 4,3% Traqueia, Brénquio e Pulmic  10.930 4,0%
Cavidade Oral 11.280 3,7% Glandula Tirecide 8.050 2,9%
Esofago 8.010 2,6% Estémago 7.520 2,7%
Laringe 6.870 2,3% Corpo do Utero 5.900 2,2%
Bexiga 6.750 2,2% Ovario 5.680 2,1%
Leucemias 5.050 1,7% Linforna ndo Hodgkin 4.850 1,8%
Sistemna Mervoso Central 4.960 1,6% Leucemias 4.320 1,6%

Figura 1. Distribuicio proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados no biénio 2014/2015

por sexo, exceto pele ndo melanoma. (FONTE: Inca, 2014).

Tais dados evidenciam alteracdes no perfil demogréafico brasileiro na ultima
década, conhecido por envelhecimento da populacdo que, junto com a transformacao
nas relacdes entre os individuos e seu meio, mostrou uma mudanca expressiva no perfil
de morbimortalidade, diminuindo a ocorréncia das doencas infectocontagiosas e
enfatizando as doencas cronico-degenerativas como novo centro de atencdo dos
problemas de doenca e morte da sociedade brasileira (Inca, 2014). A magnitute da
endemia de cancer no Brasil, levou a insercdo de controle do cancer entre os Objetivos
Estratégicos do Ministério da Saude para o periodo 2011-2015; destacando-se as acdes
de reducdo da prevaléncia do tabagismo e de ampliacdo de acesso, diagnostico e
tratamento em tempo oportuno dos canceres de mama e do colo do utero, assim como
a publicacdo da nova Politica Nacional de Prevencédo e Controle de Cancer na Rede de

Atencédo as Pessoas com Doencas Cronicas. ( Inca, 2014).
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Estimativa dos Casos Novos

Mulheres
Capitais Estados
Casos Taxa Bruta

Prostata 68.800 70,42 17.540 82,93 = = = =

Mama Feminina - - - - 57.120 56,09 19.170 80,67
Colo do Utera = = = = 15.580 1533 4,530 19,20
Tragueia, Bronquis e Pulmas 16.400 16,79 4,000 18,93 10,930 10,75 3.080 13,06
Calon & Reto 15.070 15,22 «.860 2291 17.330 17,24 5.650 23,82
Estémago 12.870 13,19 2.770 13,07 7.520 741 2.010 8,44
Cavidade Oral 11.280 11,54 2.220 10,40 4,010 3,92 1.050 4,32
Laringe 6.870 7,03 1.260 6,95 770 0,75 370 1,26
Bexiga 6.750 6,89 1.5910 8,91 2.190 2,15 730 2,97
Esdfago 8.010 8,18 1.460 6,76 2.770 2,70 540 0,00
Ovario - - - - 5.680 5,58 2.270 9,62
Linforna de Hodgkin 1.300 1,28 410 5,72 880 0,83 420 8,64
Linforma nao Hodgkin 4,540 5,04 1.490 6,87 4,850 4,77 1.680 7,06
Gléndulzs Tireoide 1.150 1,15 &70 1,76 8.050 7,91 2.160 9,08
Sistemna Mervoso Central 4,960 5,07 1.240 5,81 4,130 4,05 1.370 5,81
Leucemias 5.050 5,20 1.250 5,78 4,320 4,24 1.250 5,15
Corpa do Utero - - - - 5.900 3,79 2.690 11,24
Pele Melanoma 2.960 3,03 950 4,33 2.930 2,85 1.150 457
Qutras Localizagtes 37.520 38,40 5.070 42 86 35.350 34,73 8.590 36,49

Tabela 1. Estimativas para o0 ano de 2014 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil habitantes e

do numero de casos novos de cancer, segundo sexo e localizagao primaria. ( Inca, 2014).

1.2 Tecido Osseo e Metastase Ossea

Dureza e rigidez definem o tecido 6sseo humano, caracteristicas intrinsecas a um
tecido de sustentacdo. Este tecido abrange uma matriz mineralizada formada por sais
minerais inorganicos. A parte mineralizada deposita-se em uma matriz ndo mineralizada
de glicosaminoglicanas e colageno, inserindo-se nesse meio 0s osteoblastos (células
sustentadoras) e osteoclastos (remodeladoras) ( STEVENS & LOWE, 2001).

A absorcao e reabsorcdo 0ssea Sa0 processos cruciais para o desenvolvimento,
homeostase, processos de recuperacdo em doencas e metastase do tecido 6sseo. O
processo de formacdo de 0sso (osteogénese) envolve trés passos principais: producao
da matriz organica extracelular (osteéide); mineralizacdo da matriz para formar o 0sso;
e remodelacédo 6ssea por reabsorcao e reforma. (YIN et al., 2005)

Hé& duas categorias de fatores envolvidos na formacéo e reabsorcdo dos 0ssos:
horménios sistémicos, fatores que incluem o horménio paratiréide, 1,25-di-

hidroxivitamina D3, tiroxina (T4), prostaglandinas e fatores locais, como as proteinas
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morfogenéticas do osso (BMPs), TGF-R3, insulin-like growth factor (fator de crescimento
semelhante a Insulina -IGF), interleucina (IL)-1, IL-6. (YIN et al., 2005)

As atividades celulares dos ostedcitos, osteoblastos e osteoclastos sdo essenciais
no processo de formacado dos 0ssos e reabsorcao 0ssea. Os osteoblastos sintetizam os
precursores colagenosos da matriz éssea e também regulam a sua mineralizagdo. Como
o processo de formacdo 6ssea progride, os osteoblastos tendem a se localizar nas
lacunas inseridas na matriz mineralizada e sdo entdo chamados osteécitos (Roodman
GD, 2004; FIDLER, 2003).

O processo celular de ocupacdo dos canaliculos, pelos ostedcitos, permite a
circulacéo de fluidos pelo tecido 6sseo. Para atender as exigéncias do crescimento do
esqueleto e da fungcdo mecanica, o 0sso sofre remodelagdo dinamica por um processo
de acoplamento de reabsorcao por osteoclastos e por reposicdo, pelos osteoblastos. As
lesdes Osseas sdo formadas quando a regulacdo da massa 0ssea (que € mantida por
um equilibrio entre os osteoblastos e osteoclastos) € alterado. As interacdes moleculares
entre 0s osteoblastos e osteoclastos durante os processos de formacdo de 0sso e
reabsorcdo sdo compreendidos em nivel molecular entre os osteoblastos e o0s
osteoclastos, que é de RANK e RANKL (Fig. 2). RANK é um receptor transmembrana
expresso em ceélulas precursoras de osteoclastos, enquanto que RANKL é expresso
pelos osteoblastos, os quais, apos ligacdo a RANK, levar a formacdo de osteoclastos.
Este processo pode ser interrompido por osteoprotegerina(OPG), um receptor chamariz
competitiva soltvel para RANKL, o qual pode ser segregada pelas células do estroma,
linfocitos B, as células dendriticas e os osteoblastos (Hofbauer LC et al., 2000). Este
crosstalk também parece ser o mecanismo subjacente a resposta do 0sso para alguns

hormbnios ou fatores locais, incluindo paratiredide hormonal, 1,25-di-
hidroxivitamina D3, o estrogénio, IL-11 e prostaglandina E2 (Roodman GD, 2004; YIN et
al., 2005).
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Figura 2. As interacc¢des entre os osteoblastos ,osteoclastos e da matriz do osso durante a formagéo do
0SSO e a reabsorcdo. Fonte: Adaptado de YIN et al., 2005.

Metastase

A palavra “metastase” € empregada desde os primérdios da medicina ocidental.
“‘Meta” significa além e “stasis”, parar, numa clara referéncia a néo interrupcao do
processo de divisao celular (MEOHAS W, et al, 2005). Do ponto de vista fisiologico, a
metastase ndo é um processo biologicamente eficiente. Dados experimentais apontam
gue, apdés aplicacdo intravenosa de células tumorais com altissimo potencial de
metastase, somente um baixo percentual (0,01%) das células aplicadas conseguira
formar um foco tumoral (MEOHAS W, et al, 2005).

As metastases 0sseas provém da disseminacdo, a distancia, de um tumor, com
invasao do tecido 6sseo. Esta patologia caracteriza-se habitualmente por dor intratavel
com as medidas convencionais. Considera-se que todos os tipos de tumores podem
desenvolver metastases 0sseas, incluindo tumores hematolégicos. Dentre os tipos de

tumores que mais proporcionam metastase 6ssea (MO), destacam-se 0s tumores da
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mama, do pulméo e da prostata. A area mais atingida sdo os 0ssos da coluna vertebral,
ainda que, qualquer osso longo do esqueleto apendicular e calota craniana possa ser
atingido. (MEOHAS W, et al; FALLAHI B, et al). A metastase O0ssea € responsavel por

mais de 99% dos tumores malignos que acometem o 0sso,.(MEOHAS , et al, 2005).

e  (a) Neoplasma Maligno
3 Primario (e)Invasio

(f) Priséo no leito
capilar 6sseo

(b) Formacéo de novos
vasos
(g) Aderéncia (h)Extravazamento
Célula endotelial s

‘ (c) Embolismo ~ (i) Resposta do
Microambiente
s OO
—_— ’))\ )\‘ { O
M =L 4 ™ E ;
=S (k) Metastase ossea
: o\ j) Proliferaco das
(d) Agregados Multicelulares ”.j ) C éluglas
“¥ Tumorais

Figura 3. Suposto mecanismo de disseminacdo das células tumorais para o tecido 0sseo.
Adaptado de: SELVAGGI; SCAGLIOTTI (2005).

Classifica-se o cancer 6sseo em duas vertentes (primaria e secundaria) em funcao
da area 6ssea e do tipo de tecido adjacente afetado, bem como em funcéo do tipo celular
que constitui o tumor 6sseo (ARAUJO, 2010; TEIXEIRA et al., 2009).

O cancer 0sseo primario € o que se origina no 0sso, desenvolvendo-se no mesmo,
porém, apresenta na maioria dos casos, carater benigno,uma vez que nao oferece risco
a vida do paciente. O tipo secundario é o que ndo se origina no 0sso, mas se desenvolve
no 0sso a partir de uma metastase, geralmente apresentando malignidade (ARAUJO,
2010, TEIXEIRA et al., 2009).
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A disseminacdo metastatica mostra-se semelhante em todos os tipos tumorais, e
suas etapas relevantes sdo a angiogénese, a existéncia de células tumorais com fenotipo
invasivo e com maior velocidade de crescimento, a oncogénese, a capacidade de
sobreviver a circulacdo sanguinea, a adesdo da célula tumoral ao tecido-alvo,
extravasamento e crescimento celular na localizagdo secundaria, angiogénese no foco
metastatico e o bloqueio da resposta imune hospedeira (ARAUJO, 2010; MEOHAS et
al., 2005, TEIXEIRA et al., 2009).

Os tipos de cancer que possuem tropismo pelo tecido 6sseo, sdo exemplos
especificos de observacdo mais geral, onde os tumores primarios mostram padrdes de
especificidade por determinados 6rgdos para a formacdo de metastases. Em 1889,
Stephen Paget estabeleceu a hipotese de “semente e solo”, na qual sugere que a
interacdo entre as propriedades das células cancerigenas e o microambiente do 6rgao
em particular determinam vantagens seletivas para o crescimento dessas células
(PAGET, 1889).

Mais especificamente, a habilidade para a sobrevivéncia das células, a expansao
clonal e o recrutamento de suprimento de sangue sdo fatores esperados para a
determinacdo de uma metastase bem sucedida. Outros fatores que podem influenciar na
metastase de um determinado sitio especifico sdo: as consideracdes anatbmicas como
padroes de fluxo sanguineo a partir do tumor primario e o tropismo de células
cancerigenas por determinados tecidos. Esse tropismo é provavelmente regulado por
fatores quimioatrativos e moléculas de adesé&o que sdo produzidas pelos 6rgéos alvo em
combinacdo com receptores apropriados expressos nas células tumorais. Uma
consideracao importante no entendimento da metastase 6ssea € sua composic¢ao unica
de “solo” que neste caso é representado pelo microambiente 6sseo. O 0sso € um 6rgao
dindmico composto de células de varias origens embrionarias incluindo células
hematopoiéticas, estromais, endoteliais e outros tipos de células (YIN; POLLOCK;
KELLY, 2005).

O processo metastastico do tecido 6sseo relaciona-se ao aumento da morbidade
dos pacientes (como fraturas patolégicas, aparecimento de dor, hipercalcemia, limitacao
da mobilidade, compresséo de estruturas nervosas, ou supressao da funcdo da medula

O0ssea). A dor € o sintoma maisfrequentemente das metastases ésseas, podendo
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relacionar-se a diferentes mecanismos como reabsorcao osteoclastica mediada pelas
citoquinas, ativacao de receptores dolorosos por prostaglandinas ou compressédo de
estruturas nervosas (DEFINO et al., 2001).

1.3 Cancer de Préstata e as Metastases Osseas

O céancer de préstata é a neoplasia maligna mais recorrente entre os homens
brasileiros, depois do cancer de pele ndo-melanoma (MIGOWSKI; SILVA, 2010). O
diagnéstico da doenca muitas vezes acontece quando o cancer prostatico ja se
disseminou para outros 6rgaos, dificultando seu tratamento. Nos estagios iniciais, 0
cancer limita-se a prostata, contudo, se sem tratamento, podera invadir 0rgaos proximos
como vesiculas seminais, uretra e bexiga, bem como espalhar-se para 6rgaos distantes
como o0ssos, figado e pulmdes (TONON; SCHOFFEN, 2009). O sitio majoritario de
disseminacdo hematogénica do cancer de préstata € o 0sso. As metastases 0sseas
indicam claramente um fator de mau prognadstico. Dos pacientes com cancer de prostata
gue desenvolvem metastase, 50% morrem dentro de 30 meses (em média). Na autopsia
dos pacientes que morreram de cancer avancado de prostata, as metastases 6sseas
estavam presentes entre 80% - 90% dos casos (ABREU et al., 2005).

Os critérios de escolha do tratamento correto para o cancer de préstata baseiam-
se principalmente na relacdo entre estagio da doenca e idade do paciente apés discutir
possiveis riscos e beneficios. Em geral é realizado prostatectomia radical, radioterapia,
guimioterapia, braquiterapia e terapia hormonal (SANTOS; SILVA; PACHECO, 2010).
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Figura 4. Tomografia da bacia (esquerda) e da coluna lombar (direita) de um paciente portador de
metastase de tumor de préstata, onde se evidenciam metastases de caracteristicas adensantes, sem

comprometimento extra-6sseo.(Fonte: http://www.hsp.epm.br/dorto-onco/livro/tumol12pl.htm)

A hormonoterapia € o tratamento mais indicado nos casos de Cancer de Préstata
Metastasico. O tratamento consiste no emprego de medicamentos a base de horménios
(estrégenos, analogos da LHRH e antiandrogenos), que impedem a producdo de
testosterona ou bloqueiam as suas acfes na prostata. A orquiectomia, também é
utilizada como hormonoterapia, ja que elimina os 6rgaos que produzem o hormonio
masculino, este apontado como principal responsavel pelo crescimento do tumor
(TONON; SCHOFFEN, 2009).
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1.4 Cancer de Mama e as Metastases Osseas

O cancer de mama é a principal causa de morte em mulheres brasileiras, por
cancer. Ainda que a grande maioria das pacientes se apresente com doenca localizada,
em até 50 % dos casos, a doenca evolui com metastases (SAAD et al.,, 2002). O
carcinoma da mama € a neoplasia que apresenta a maior frequéncia de metastases
0sseas, cujos relatos variam de 38,6 a 49,6%, (DEFINO et al., 2001).

O carcinoma da mama € o tipo de tumor que apresenta a maior frequéncia de
metastases 6sseas, e existem evidéncias de que os tumores bem diferenciados e os com
receptores de estrégeno positivos, possuem os maiores indices de metastase éssea. O
padrédo litico de lesdo predomina, refletindo o resultado final da interacdo das células
tumorais e o tecido 6sseo. Essa interacao tem sido alvo de muitos estudos, tendo sido
descrito varios fatores humorais secretados pelas células do tumor, que sdo capazes de
estimular ou inibir os osteoblastos ou osteoclastos, de modo que a atividade final dessas
células determine o padrao litico ou blastico das lesdes (DEFINO et al., 2001, CHOWN,
2013). A coluna vertebral permanece como a o alvomais frequente de metastases dos
tumores, em funcdo das caracteristicas da circulacdo sanguinea. A localizacdo é
preferencialmente metafisaria, com afinidade pelo fémur e imero, por conta da medula
ossea vermelha edos corpos vertebrais (DEFINO et al., 2001; CHOWN, 2013).

Figura 5. Fratura da extremidade proximal da tibia de uma paciente de 76 anos, portadora de

metastase de tumor de mama. (Fonte:http://www.hsp.epm.br/dorto-onco/livro/tumo12pl.htm)
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O medicamento utilizado para tratamento de cancer de mama metastatico baseia-
se no uso de tamoxifeno. Apdés cirurgia, o tamoxifeno esta associado a um ganho
significativo, tanto em sobrevida livre de doenca, quanto em sobrevida global, para as
mulheres com tumores que apresentam receptores hormonais postitivos ou
deconhecidos. Inibidores da aromatase de terceira geracao exemplificam esta estratégia
(SAAD et al., 2002). Pesquisas demonstram pior prognéstico em homens, devido a
eventuais diferencas nos padrdes de metastase e na agressividade biol6gica. Ndo ha
consenso quanto a este pensamento: o pior progndéstico em homens poderia ser
atribuido ao diagnéstico tardio, com apresentacao da doenca em estagios avancados,
estadiamento inapropriado e a idade elevada no momento do diagnéstico, associada
muitas vezes a comorbidades importantes (GARCIA et al., 2009).

1.5 Diagnéstico das Metastases Osseas

O diagnostico da metastase 6ssea € fundamentando em pelo menos algum dos
sintomas e sinais como dor, hipercalcemia e fraturas patoldgicas, associado com valores
séricos anormais de fosfatase alcalina e calcio e, por conseguinte, com dados de
imagens de cintilografia 6ssea, raios X, scans de tomografia computadorizada e estudos
de imagens de ressonancia magnética. O estadiamento clinico compreende testes
laboratoriais como dosagem hormonal (ex.:Paratormbnio), dosagem de enzimas (ex.:
Desidrogenase Latica, Fosfatase Alcalina, Fosfatase Acida) dosagem de eletrdlitos (ex.:
sédio, potassio, calcio, fosforo, magnésio), dosagem de Imunoglobulinas , dosagem de
marcadores tumorais especificos (ex.: Antigeno Prostatico especifico, Antigeno Carcino-
embrionario) , de proteinas especificas (ex.: Bence-Jones) e hemograma completo
(MEOHAS et al., 2005). Um painel basico de triagem inclui a contagem completa de
células sanguineas, com plaquetas, para a avaliacdo da anemia e mielossupressao,
célcio sérico, fésforo e niveis de fofatase alcalina (ALP) para identificar marcadores de
remodelacdo 6ssea e avaliar a hipercalcemia. Testes mais especificos incluem o nivel
de hormdnio da paratireoide, para avaliar a doenca metabdlica 6ssea. O ALP é elevado
na maioria dos casos, mas niveis normais ndo excluem a presenca de doenca sea.
(SELVAGGI; SCAGLIOTTI, 2005). Contudo, a dor € o principal sintoma, podendo ser
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acompanhada de aumento de volume local e/ou fratura patolégica. E importante
ressaltar, que muitas vezes, a leséo, pode evoluir de maneira assintomatica e apenas se
mostrar em vigéncia de edema local ou fratura patolégica , muitas vezes confundido com
trombose venosa.

A cintilografia 6ssea utilizando compostos difosfonados marcados com Tc99m é
o método mais usado na deteccdo e seguimento das metastases do esqueleto. Areas de
concentracdo aumentada do radiotracador na cintilografia 6ssea sao consideradas
metastases se existirem duvidas acerca desta concentracdo anormal do radiofarmaco.
Exames radiolégicos complementares séo realizados para afastar doencas benignas
(ABREU et al., 2005). A cintilografia éssea usando o radionuclideo **"Tc é altamente
sensivel, mas geralmente apresenta baixa especificidade, que se baseia na detec¢éo de
uma reacao osteoblastica que sugere a presenca de danos no 0sso. A percepcao clinica
difundida é que a cintilografia 6ssea deve ser realizada somente na presenca de dor
0ssea, ou niveis elevados de ALP no sangue ou niveis de calcio, ou, se necessario, de
acordo com protocolos clinicos (SELVAGGI; SCAGLIOTTI, 2005).

A radiografia € uma técnica rapida, barata e prontamente disponivel para a
avaliacdo de metastases 0sseas. Radiografias dao a melhor integracdo do alinhamento
e da estrutura 0ssea em geral. Radiografias planas devem ser o primeiro teste para a
avaliacdo de dor 6ssea. Porém, lesGes metastaticas podem néo aparecer em raios X por
varios meses (SELVAGGI; SCAGLIOTTI, 2005).

A tomografia computadorizada e as imagens de ressonancia magnética podem
contribuir com informacgdes adicionais, quando direcionada por sinais clinicos ou por
focos de captacdo na varredura do 0sso (SELVAGGI; SCAGLIOTTI, 2005).

As imagens de ressonancia magnética sdo necessarias para diagnéstico de
compressdo da medula espinhal e também podem ser Uteis em imagens da medula
0ssea para avaliar o envolvimento pelo tumor. A MRI pode fornecer imagens detalhadas
da medula 6ssea e do 0sso (SELVAGGI; SCAGLIOTTI, 2005).

A tomografia por emissdo de poésitrons (PET) E uma relativa técnica nova para
avaliacdo ndo invasiva de varias vias metabdlicas. E baseada na captacdo preferencial
de 18-fluorodeoxiglicose (18-FDG) pelas células tumorais devido a seu maior

metabolismo de glicose. Por isso, 0 PET detecta a presenca do tumor diretamente por
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quantificacdo da atividade metabdlica. A captacdo esquelética do positron emissor de
fluoreto F-18 é baseada na troca de ions hidroxila no cristal de hidroxiapatita. Assim, a
captacdo e fluoreto F-18 € um indicador de mineralizacdo Ossea. (SELVAGGI;
SCAGLIOTTI, 2005; SCHIRRMEISTER, 2007).

Estima-se que as metdstases dsseas se tornam visiveis em radiografias planas
depois de 30 a 50% de perda mineral éssea. A formacao secundaria de osso também
ocorre como resposta a destruicao osteolitica. Consequentemente, mesmo metastases
0sseas osteoliticas podem ser detectadas com cintilografia éssea varios meses antes de
sua manifestacdo em radiografias planas. A cintilografia 6ssea ndo é perfeita na
deteccdo de metastases 0sseas, entretanto, estudos comparativos com imagens por
ressonancia magnética (MRI) revelaram significantemente mais metastases vertebrais
nao detectadas na cintilografia 6ssea planar convencional. No entanto, a cintilografia
0ssea convencional permanece a técnica mais adequada de screening de corpo inteiro,
devido ao fato de imagens de ressonancia magnética (MRI) de corpo inteiro ndo serem
praticas atualmente para a rotina de pesquisas de corpo inteiro e, sua sensibilidade em
detectar metastases extra vertebrais ndo é ainda suficientemente avaliada
(SCHIRRMEISTER, 2007).

1.6 Tratamento Medicamentoso em Metastases Osseas

Embora atualmente existam muitas controvérsias a respeito da deteccdo e do
manuseio, tanto da doenca localizada como da metastatica, o estadiamento clinico é
importante para garantir que o paciente tenha a modalidade terapéutica mais adequada
para 0 seu caso. O aspecto mais importante do estadiamento é a deteccdo de
metastases e 0s métodos nao invasivos sdo de grande importancia na deteccao dessas
lesdes. A cintilografia 6ssea utilizando compostos difosfonados marcados com Tc99m é
0 método mais usado na detecco e seguimento das metastases do esqueleto. Areas de
concentracdo aumentada do radiotracador na cintilografia 6ssea sdo consideradas
metastases; se existirem dlvidas acerca desta concentracdo anormal do radiofarmaco ,
exames radioldgicos complementares séo realizados para afastar doencas benignas
(ABREU et al., 2005).
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Rigaud et al. (2002) descreveram o valorda cintilografia éssea considerando a
distribuicdo das metastases no esqueleto; eles estudaram 86 pacientes com cancer de
préstata e metastases 6sseas submetidos a terapia de deprivacdo androgénica como
monoterapia e o0s classificaram de acordo com os locais de predominancia das
metastases na cintilografia éssea. Encontraram que pacientes com metastases axiais
(coluna, pelve e cranio) tém melhor progndstico que os com metastases apendiculares
(arcos costais e membros). Pacientes com cancer e aumentado a prevaléncia de casos
convivendo com metéstases 0sseas (MO). Isso torna o controle das MO fator essencial
na melhora da qualidade de vida, no controle da dor e na manutenc¢éo da independéncia
do paciente (TEIXEIRA et al., 2009). Ap6s mais de trés décadas de pesquisas e
desenvolvimento, os bisfosfonatos (BFs) tornaram-se indispensaveis no tratamento de
doencas Osseas, tanto benignas quanto malignas. Essas drogas séo potentes inibidores
da reabsorcdo Ossea mediada por osteoclastos e sdo efetivas na reducdo das
concentragbes de célcio no soro de pacientes com hipercalcemia maligna. Os
mecanismos pelos quais os BFs atuam na reabsorgcédo 6ssea em nivel celular envolvem
provavelmente a inibicdo da formacédo e/ou recrutamento de osteoclastos a partir de
células precursoras imaturas, inibicdo da ativacdo de osteoclastos, inibicdo da atividade
de steoclastos madurose / ou inducéo de apoptose. (VASCONCELLOS; DUARTE; MAIA,
2004).
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1.7 Nanotecnologia

A nanotecnologia € um campo cientifico multidisciplinar que tem avancgado
rapidamente nos Ultimos anos, encontrando aplicacdes nas mais diversas areas, desde
setores de energia e eletrbnica até a industria farmacéutica. (Duran et al., 2006).

Na &rea médica, a European Medicines Agency define a nanotecnologia como o
uso de estruturas menores de 1.000 nanémetros (nm) de diametro que séo projetadas
para apresentar propriedades especificas (Dimer et al., 2013)

Nos setores de nanotecnologia farmacéutica e de nanomedicina, os esfor¢os em
pesquisa e desenvolvimento objetivam desenvolver nanomedicamentos para oferecerem
vantagens em relacdo aos seus homélogos na forma bulk, principalmente pelo seu
tamanho, ou seja, pelo incremento no aumento da area de superficie em relacéo ao seu
volume. Nesse sentido, diferentes nanoparticulas estdo em desenvolvimento, tanto para
diagnostico, como terapia, sendo que a tendénciamais recente € 0 uso combinado
dessas fungdes a partir dos dispositivos “terandsticos”(Lammers et al.; 2011).

A versatilidade dessas estruturas baseadas em nanomateriais advém da
possibilidade de incorporacdo de varios tipos de moléculas na superficie de uma Unica
nanoparticula, fazendo com que desempenhem multiplas funcdes (Lammers et al.;
2011).

A nanomedicina pode ser considerada um refinamento da medicina molecular,
integrando inovacbes em genbmica e protebmica para uma medicina ainda mais
personalizada, isto é, estudando caso a caso, do diagndstico precoce até o tratamento
pontual, minimizando os riscos para o organismo do paciente (Lammers et al.; 2011).

A importancia da nanotecnologia tem atraido a atencdo da comunidade mundial,
em funcao de suas diversas aplicacdes nos setores industrial, farmacéutico, alimenticio
dentre outros. O principio dessa ciéncia € que 0s materiais na escala nanomeétrica
podem apresentar propriedades fisico-quimicas, quimicas e comportamentais diferentes
daquelas apresentadas em escalas maiores. Essas propriedades dos nanomateriais ja
estdo sendo exploradas industrialmente com a fabricacdo de cosméticos, medicamentos,

tintas, catalisadores, revestimentos, entre outros (LIU et al, 2007).
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Os estudos em N&N crescem exponencialmente na virada do século XXI, sendo
gue a partir de 2005, se observa um maior destaque para as aplicacdes relativas ao
cancer. (Dimer et al., 2013).
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Figura 6. O grafico demonstra o crescimento do Numeros de artigos publicados na base de dados

Web of Science por ano considerando os cruzamentos: “nano* and cancer”, “nano* and neuro*”’, “nano*

and HIV” e “nano* and cardio*”. (Fonte: Adaptado de Dimer et al., 2013.)

Nanoparticulas sdo compostos nanobiotecnologicos, capazes de contribuir
significativamente para a melhoria do transporte de drogas para as células cancerigenas
(Rossi-Bergmann; 2008).

Um dos campos da nanotecnologia com maior potencial de aplicacdo sdo os
sistemas de carregamento e liberacao de drogas (drug delivery systems) para farmacos
e vacinas (Shaffer et al., 2005). O alto custo do desenvolvimento de novas moléculas
ativas torna os sistemas nanoestruturados de liberacédo de farmacos uma das areas da
indastria farmacéutica mais promissoras (LIU et al, 2007) . Isso porque uma nova

formulacdo nanoparticulada pode resgatar drogas promissoras, que foram descartadas
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apos vultuosos investimentos por causa da descoberta de potenciais efeitos colaterais
ou baixa biodisponibilidade, além de gerar novas patentes (LIU et al, 2007).

Os sistemas de liberacdo controlada de farmacos apresentam varias vantagens
em relacdo aos sistemas convencionais, tais como: a) maior controle da liberacdo do
principio ativo, diminuindo o aparecimento de doses téxicas e subterapéuticas;b)
utilizacdo de menor quantidade do principio ativo, resultando em menor custo; ¢) maior
intervalo de administracdo; e) melhor aceitacdo do tratamento pelo paciente; f)
possibilidade de direcionamento do principio ativo para seu alvo especifico.As
desvantagens que devem ser monitoradas e contornadas no desenvolvimento desses
sistemas sdo possivel toxicidade dos produtos da sua biodegradacéo, e custo mais
elevado, dependendo do material e do processo utilizado. Este, no entanto, pode ser
compensado pela reducéo das doses necessarias (Dimer et al., 2013).

1.7.1 Principais sistemas de distribuicdo e liberacdo controlada de farmacos

Varios tipos de nanoparticulas e sistemas coloidais podem melhorar a cinética,
biodistribuicdo e a liberacdo de uma droga, seja ela um farmaco, vacina, proteinas
recombinantes ou oligonucleotideos. A seguir, serdo apresentados alguns dos principais
sistemas nanoestruturados para carregamento de farmacos e vacinas (Santos-Oliveira,
2010).

Lipossomas

Os lipossomas sao vesiculas esféricas artificiais de tamanho variavel (20 nm a
varios microbmetros de diametro) que podem ser produzidas com fosfolipidios naturais e
colesterol. Foram descobertos em 1961 por Alec Bagham durante um estudo de
fosfolipidios e coagulacdo sanguinea que mostrou que quando se combinam com a
agua, formam imediatamente uma esfera de bicamada Isso ocorre porque enguanto uma
ponta de cada molécula é sollvel em agua, a outra é hidrofébica. Desde entao, eles tém
sido ferramentas bastante versateis, amplamente utilizados como modelos de

membranas celulares na biologia e bioquimica. A sua utilizacdo como sistema carreador
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de farmacos foi proposta pela primeira vez em 1971 por Gregoriadis, e a partir de entdo
eles tém sido extensivamente utilizados (Bangham, A, 1961; Dimer et al, 2013)..

Os farmacos hidrossoluveis ficam encapsulados no interior da cavidade
lipossomal enquanto que os farmacos lipossoliveis séo incorporados na bicamada
lipidica. Essa bicamada , por sua vez, pode se fundir com outras bicamadas lipidicas,
como de células, liberando o contetdo dos lipossomas. Os lipossomas foram os
primeiros nanossistemas utilizados na clinica. O primeiro medicamento lipossomal a ser
introduzido no mercado foi a doxorrubicina em 1995 para o tratamento do sarcoma de
Kaposi associado a Aids. Formulag@es lipossomais da anfotericina B, que reduziram
sensivelmente sua toxidez renal, estdo no mercado desde 1998 para o tratamento de
micoses sistémicas e da leishmaniose visceral (Dimer et al, 2013)..

O uso de lipossomas catidnicos como sistemas eficientes de carregamento e
transfeccdo de DNA foi demonstrado pela primeira vez no inicio da década de 1990 ( Ito
et al, 1990). Em animais, a administracdo de DNA complexado a lipossomos catiénicos
promoveu a expressao terapéutica de proteinas em varios 6rgaos (Matsuura et al, 2003).
Fibrose cistica, hemofilia, determinados tipos de cancer, arteriosclerose, e anemia
falciforme sdo doencas de potencial aplicacdo para a terapia génica com lipossomos
(Dimer et al, 2013).

Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas diferenciam-se dos lipossomos por ndo possuirem
um ndcleo aquoso, entretanto apresentam uma matriz sélida ou membrana constituida
de polimero. O farmaco é agregado, encapsulado ou adsorvido as particulas, e,
dependendo do método de preparacéo, pode-se obter nanoesferas ou nanocapsulas. O
farmaco é liberado gradualmente da particula por difusdo ou eroséo (Dimer et al, 2013).

A vantagem das nanoparticulas poliméricas em relacdo aos lipossomos, além do
menor custo dos polimeros em relacédo aos fosfolipidios, € a sua maior estabilidade e
durabilidade, o que pode facilitar a estocagem a temperatura ambiente e aumentar o
tempo de prateleira do medicamento (Dimer et al, 2013).

Os polimeros mais utilizados clinicamente, principalmente em proteses

ortopédicas e fios de sutura biodegradaveis, séo os sintéticos como o PLA, o PLGA e a
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Poli (e-caprolactona). Os biopolimeros como a quitosana e albumina tém a vantagem de
terem custo bem mais baixo que os sintéticos, podendo ser mais econdmicos. Nos
ultimos anos, as particulas poliméricas tém atraido atencao consideravel ndo s6é como
sistemas de liberacdo de farmacos, mas também como carreadores de DNA na terapia
génica. O tamanho das nanoparticulas pode variar de 50-1000 nm. Microparticulas
poliméricas (> 1000 nm) sédo produzidas por técnicas diferentes das nanoparticulas, e
tém aplicacdo potencial nos casos em que interessa a formacdo de depdsitos para
liberacdo local lenta e continua, como, por exemplo, em vacinas e tratamentos de
doencas crbnicas localizadas. Microparticulas de PLGA, polifeprosan 20 e albumina ja
sdo aprovadas pelo FDA para veiculacdo de quimioterapicos para o tratamento de cancer

cerebral e de préstata (Dimer et al, 2013).
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Dendrimeros

Os dendrimeros sao polimeros globulares ramificados. Possuem entre 1-10 nm
e foramproduzidos pela primeira vez no inicio da década de 1980 por Donald Tomalia.
Seu diferencial em relacdo aos outros polimeros sintéticos € que tém alto grau de
uniformidade molecular, e uma alta previsdo de peso molecular e tamanho. Sua
vantagem em relacéo as outras particulas poliméricas é a previsibilidade de seu tamanho
e numero de grupos funcionais, o que confere maior seguran¢a quanto a quantidade de
farmaco ou DNA complexado. Quanto a toxidez, os dendrimeros catidnicos sdo mais
toxicos e o0s anidnicos mais biocompativeis (Demanuele A et al., 2005).

Ciclodextrinas

As Ciclodextrinas enquadram-se no grupo dos oligossacarideos ciclicos
tridimensionais em formato de copo apresentando em torno de 1 nm de altura. Possuem
expressiva concentracdo de grupamentos hidroxilas, o que lhes garante carater
hidrofilico. Como seu interior € hidrofobico, servem bem para solubilizar drogas

lipossoluveis (Davis M et al., 2004).

1.8 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita (HA) é considerada um biomaterial cuja férmula quimica &
representada por [Cas(PO4)3(OH)]. Ela é o principal componente da matriz 6ssea natural
do ser humano. A forma sintética apresenta propriedades de osteointegracdo e
biocompatibilidade, possibilitando sua substituicdo no 0sso em processos de implante.
(Eanes, 1980; Fulmer et al, 1992, Elliot, 1994).

A Hidroxiapatita possui alta capacidade de adsorver e/ou absorver moléculas,
tornando-a um excelente suporte para acdo prolongada de drogas anticancerigenas no
tratamento de tumores 6sseos,além de ser também eficiente no tratamento de remocao
de metais pesados em aguas e solos poluidos (Eanes, 1980; Fulmer et al, 1992, Elliot,
1994).
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A hidroxiapatita € encontrada raramente no meio ambiente, porém sua estrutura
quimica é semelhante a da fluorapatita. Esses minerais ocorrem como constituintes de
varias rochas igneas e metamorficas, especialmente em calcérios cristalinos (Elliot,
1994).

A férmula da hidroxiapatita estequiométrica é Ca1o(POa4)s(OH)2, com razédo Ca/P
igual a 1,67. Porém composicdes estaveis podem ter esta razdo estendida para
aproximadamente 1,5 (Fulmer et al, 1992).

Figura 7. llustracdo esquematica da estrutura cristalina da hidroxiapatita. (Adaptado de Guastaldi
A. C et al; 2010).

1.8.1 Sintese de Hidroxiapatita

Duas formas de sintese de hidroxiapatitas devem ser consideradas: as
sintetizadas em altas temperaturas e que apresentam boa cristalinidade e cristais
grandes, e as hidroxiapatitas sintetizadas em baixas temperaturas que apresentam baixa
cristalinidade e cristais pequenos. A hidroxiapatita precipitada por via umida possui
caracteristicas similares as do tecido 6sseo e dentario, diferente da hidroxiapatita
sintetizada a altas temperaturas (FERRAZ, MONTEIRO e MANUEL, 2004)

A estrutura da hidroxiapatita permite substituicbes catidbnicas e anibnicas
isomorfas com grande facilidade (Gauglitz, 1992; Ma et al, 2001). O Ca2+ pode ser

substituido por metais tais como o Pb?* Cd?*, Cu?*, Zn?*, Sr?*, Co?*, Fe?*, etc; 0S grupos
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fosfatos por carbonatos e vanadatos e as hidroxilas por carbonatos, flior e cloro. Essas
substituicbes podem alterar a cristalinidade, os parametros de rede, as dimensdes dos
cristais, a textuta superficial, a estabilidade e a solubilidade da estrutura da hidroxiapatita
(Gauglitz, 1992; Ma et al, 2001).

Biomateriais sdo novos materiais projetados para substituir partes prejudicadas
do corpo e permitir a recuperacdo de funcbes bioldgicas afetadas por acidentes ou
doencas, como cancer, por exemplo. Duas caracteristicas principais sao procuradas nos
biomateriais:  biocompatibilidade e biofuncionalidade (ROVERI, 2010). A
biocompatibilidade é a aceitacdo do biomaterial pelo corpo, ja a biofuncionalidade
representa a habilidade do material desempenhar a fungéo desejada (ROVERI, 2010).

A hidroxiapatita, por ser o principal constituinte da fase inorganica do osso, tem
sido muito estudada. Suas caracteristicas quimicas e estruturais possibilitam seu uso na
area médica como material biocompativel em implantes e proteses (Eanes, 1980). No
caso de tratamento de tumores 6sseos, a HA vem sendo utilizada como suporte de acao
prolongada de farmacos anticancerigenos. Tais medicamentos, sdo inseridos em blocos
de hidroxiapatita porosa, permitindo que o tratamento da doenca seja realizado com a
liberacdo gradual da droga no organismo (Fulmer et al, 1992). Em funcao deste aspecto
a técnica € interessante por combinar o tratamento do tumor com a substituicdo do osso
afetado. (Liu, 1997).

Ultimamente as pesquisa com biomateriais € focada em superar as limitacdes dos
fosfatos de calcio, das ceramica de HA, e na melhoria das suas propriedades biologicas
explorando as vantagens unicas da nanotecnologia. A tendéncia estd mudando em
direcdo a nanotecnologia para melhorar as respostas bioldgicas da HA, porgue a nano-
HA é semelhante, em relacdo dimensional, com os cristais presente no 0sso (ROVERI,
2010).
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1.9 Radiofarmacos

Radiofarmacos sdo preparagfes farmacéuticas com finalidade diagnostica ou
terapéutica que, quando prontas para uso, contém um ou mais radionuclideos. Incluem-
se também os componetes nao-radioativos para marcagao e os radionuclideos (Anvisa
RDC 64/2009) . Sdo substancias marcadas para observar alteracdes fisiol6gicas e/ou o
perfil de distribuicdo irregular de compostos de acao terapéutica na clinica médica ou
para determinado composto administrado no organismo ( Tewson & Krohn,1998). A
Radiofarmécia é essencial para a Medicina Nuclear, pois sem os radiofarmacos,
inimeros procedimentos radioterapéuticos e radiodiagnésticos nao podem ser
realizados (Santos-Oliveira, et al, 2008).

Os radiofarmacos de tecnécio-99m (°*"Tc) tornaram-se, nos Ultimas décadas,
importantes ferramentas para diagndésticar varias doencas ou disfuncdes de orgaos e
sistemas que compdem o corpo humano. Atualmente, existem aproximadamente 30
desses compostos sendo utilizados em medicina nuclear, gerando um volume de
exames correspondente a 80% da rotina clinica de um servico de medicina nuclear
(Dewanjee 1990).

Os radiofarmacos séo uma forma de tratamento local contra a dor apresentada na
Sindrome Incuravel da Metastase Ossea, com destaque para 0s casos previamente
tratados com outros tratamentos e que ndo apresentaram melhor clinica expressiva e
nos pacientes que desenvolveram metastases 0sseas multiplas ( Paes et al., 2011).

Dentre os radionuclideos com acéo terapéutica e potencial utilizacdo em cancer
0sseo destaca-se o HOlmio-166, como exposto no presente trabalho.

A escolha de um radionuclideo para o desenvolvimento de um radiofarmaco para
aplicacdo em diagnadstico ou terapia em Medicina Nuclear depende principalmente das
suas caracteristicas fisicas, nomeadamente o tipo de emissao nuclear, tempo de meia-
vida e energia das particulas e/ou radiacdo eletromagnética emitida (Santos-Oliveira,
2010).
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O radiofarmaco ideal é aquele que atinge o tecido tumoral sem que a radiacao
atinja o tecido normal (HAMOUDEH | et al., 2008). Além disso, um radiofarmaco deve
ser capaz de permanecer no organismo por um periodo de tempo curto o bastante para
evitar a exposicado prolongada do paciente a radiacdo, mas suficientemente longo para
permitir a aquisicdo e processamento de imagens, assim como desenvolver sua agéo
terapéutica (quando aplicavel). Isso sera determinado pela meia-vida efetiva do
radiofarmaco, que, por sua vez, depende do decaimento fisico do radionuclideo e do
tempo de meia-vida biolégico do carreador acoplado ao radiois6topo (OLIVEIRA et al.,
2006).

Assim, ap6s a administracdo, o radiofarmaco penetra nos tecidos (devido ao
carreador) e por meio de equipamentos de deteccao e imagem pode-se realizar a medida
da radiagdo. Este procedimento permite avaliar a biodistribuicdo do radiofarmaco e
localizar os focos onde o mesmo foi mais captado (BOERMAN et al., 2000).

A energia do foton g emitido pelo radionuclideo que entra na composicdo do
radiofarmaco para diagnostico deve situar-se entre os 80-300 keV (Saha, 1998). Isto
porque o0s raios gama com energia inferior a 80 keV sdo absorvidos pelos tecidos e ndo
sédo detectados exteriormente. Por outro lado, quando a sua energia € superior a 300
keV a eficiéncia dos detetores é baixa e dai resultam imagens de ma qualidade. Em
qualquer dos casos, o t12 deve ser suficiente para preparar o radiofarmaco, administrar
ao paciente e realizar a imagem (Saha, 1998; Anderson et al, 1999).

Os radiofarmacos utilizados para diagnostico estdo classificados em
radiofarmacos de perfuséo (ou 12 geracao) e radiofarmacos especificos (ou 22 geracao)
(Dilworth et al., 1998, Santos-Oliveira, 2010). Os radiofarmacos de perfusdo sao
transportados no sangue e atingem o 6rgao alvo na proporc¢ao do fluxo sanguineo. N&o
tém locais especificos de ligacdo e pensa-se que sao distribuidos de acordo com
tamanho e carga do composto. Os radiofarmacos especificos sdo direcionados por
moléculas biologicamente ativas, como, por exemplo, anticorpos e peptideos, que se
ligam a receptores celulares ou sdo transportados para o interior de determinadas
células. A capacidade da biomolécula reconhecer os receptores vai determinar a fixacao
do radiofarmaco no tecido pretendido e ndo devera ser alterada com a incorporacao do

radionuclideo (Jurisson et al., 1993; Fichna et al., 2003).
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Dos radiofarmacos utilizados para diagnostico, 0s que contém na sua composi¢ao
®MTc representam cerca de 90% da totalidade. Este fato deve-se as caracteristicas
fisicas do 99mTc: ti» de 6 h, emissdo g com energia adequada ao detetor (140 keV) e
disponivel em gerador de baixo custo. O tempo de meia-vida de ®"Tc é suficientemente
longo para a preparacdo dos radiofarmacos, administracdo e aquisicdo das imagens e
suficientemente curto para minimizar a dose de radiagao para o paciente (Dilworth et al.,
1998; Jurisson et al., 1993).

Na forma de pertecnetato, tal como é obtido do gerador, o ®™Tc é quimicamente
estavel. Contudo, como o %*™Tc¢ é um metal de transicdo (pertence ao grupo 7 da Tabela
periddica) pode existir em 9 estados de oxidagdo (-1 a +7), o que lhe da a possibilidade
de formar complexos de coordenacdo com numerosos agentes quelantes. A
coordenacdo de agentes quelantes ao *°™Tc é feita quando o metal se encontra em
estados de oxidacao inferiores ao VII. A reducédo do metal, do estado de oxidagao VIl
para outros estados de oxidagdo, & realizada normalmente com cloreto estanoso
(Jurisson et al., 1993; Rakias et al., 1996).

Sao varios os fatores que influenciam na interacdo dos radiofarmacos com os
receptores dentre elas (Vallabhajosula, 2001):

e Depuracao plasmatica: os compostos para ligacdo aos receptores (peptideos,
esterodides, neurotransmissores) sao de pequeno tamanho e eliminados rapidamente
da corrente sanguinea;

e Afinidade e Especificidade: o radiofarmaco deve ter elevada afinidade para
determinado receptor e muito pouca afinidade para os restantes. Este fato € muito
importante, pois as concentracfes de radiofarmaco e receptores sao baixas, devendo
haver ligacao suficientemente forte para a realizacéo da aplicacéo clinica;

e Atividade especifica: é necessaria elevada atividade especifica, uma vez que os
receptores apresentam baixa concentracdo, de modo a evitar a sua saturacdo com
os ligantes "frios";

e Estabilidade in vivo para que o radiofarmaco alcance intacto o local alvo;

e Fluxo sanguineo: a captacéo do radiofarmaco depende do fluxo sanguineo, perfusao

tecidual, permeabilidade capilar e capacidade de difuséo.
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1.10 Desenvolvimento de Nano-radiofarmacos

Os ultimos dez anos trouxeram grandes avangos no tratamento e no diagndstico
por imagem do céncer, incluindo o desenvolvimento de tratamentos com radioterapia
conformada, cirurgia robética e endoscépica e o uso de nanoparticulas como o Sistema
de Liberacao de Farmacos ou Drugs Delivery System (DDS) . Estas técnicas dependem
de delimitagc&o alvo precisos e visualizagdo de alvos tumorais, e requerem preciséao sobre
a escala milimétrica (Albernaz et al, 2013).

Varias novas terapias e kits de diagnéstico estdo em desenvolvimento utilizando
métodos inovadores de entrega, além da pratica atual de introducdo direta de
medicamentos e dispositivos  direcionados ao tumor. A Nanobiotecnologia,
particularmente, as nanoparticulas, estao contribuindo significativamente para a melhoria
da biodistribuicdo de radiofarmacos para tratamento e diagostico do cancer. A aplicacao
da nanotecnologia para entrega da droga € amplamente esperada para mudar o
panorama das industrias farmacéuticas e de biotecnologia para o futuro proximo. O
desenvolvimento de produtos de nanotecnologia pode desempenhar um papel
importante na adicdo de um novo arsenal de agentes terapéuticos para combater o
cancer. Por meio da nanotecnologia, pode ser possivel conseguir( Albernaz et al, 2013):

1- Melhor biodistribuicdode drogas/farmacos com carater hidrofobico;

2- Biodirecionamento de drogas/farmacos de uma forma especifica de célula ou
tecido

3- Transcitose de farmacos pelas células epiteliais e barreiras endoteliais;

4- Co-entrega de dois ou mais farmacos para terapia combinada;

5- Entrega de farmacos macromoleculares para grandes locais de acao
intracelulares;

6- Visualizacao dos locais biodistribuicdo de drogas através da combinacao de
agentes terapéuticos com métodos de imagem ( para diagostico)

7- Analisar em tempo real a eficacia, in vivo, do agente terapéutico administrado
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Recentemente, varios tipos de nanossondas tém sido desenvolvidos como
agentes de contraste de TC, tais como nanossondas de ouro e nanotags, emulsdes a
base de iodo e nanoparticulas de éxido de tantalo (Revenie et al, 2011; Sa et al, 2012)

1.11 H6Imio

Em Medicina Nuclear, os radioisétopos devem apresentar caracteristicas
essenciais, como tempo de meia-vida compreendido entre algumas horas e 70 dias,
produto de decaimento estavel, ndo emitindo radiagédo particulada, emissores beta ()
ou alfa (a) de alta energia (E > 1 MeV), minimizar os efeitos da irradiagdo em células

sadias e concentra-lo nas células tumorais, alta atividade especifica (Wang et al., 2002)

Hélmio 165 (*%°Ho)

Elemento da familia dos Lantanideos, também chamada de terras-raras, sendo o
mais raro desse grupo. Esse elemento quimico foi descoberto também por analise de
raias espectrais, em 1878, por Jacques-Louis Soret e Marc Delafontaine e, em pesquisa
independente em 1879, por Per Teodor Cleve, que fez a sua separacao quimica do érbio
e do tdlio. O pesquisador Cleve deu ao elemento recém-descoberto o nome latinizado
da capital da Suécia, Holmia, sua cidade natal (Valente, 2010).

O Holmio ocorre em alguns minerais, mas € também produto de fissdo encontrado
em reatores nucleares. O método classico de separacao e purificacdo é a cristalizacao
fracionada seguida de precipitacdo, mas, recentemente, a tecnologia da separacéo
ibnica tem produzido grandes quantidades de 6xido de hdlmio (Smits et al., 2012;Valente,
2010).

A forma metalica tem cor prateada e é obtida pela reducéo do fluoreto de hélmio
(HoF3). Existe apenas um is6topo estavel, o Ho-165, porém, varios radioisétopos
artificiais sdo conhecidos. Seu comportamento quimico € tipico das terras-raras,
formando varios sais, entre eles o nitrato de holmio, Ho(NO3)s. (Smits et al., 2012;
Valente, 2010).
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Numero atémico 67
Massa Atémica 164,93
Ponto de Fuséo 1470 °C
Ponto de Ebulicdo 2720 °C
Densidade 8,78 g/L

Tabela 2. As caracteristicas fisico-quimicas do Ho-165. Fonte: Valente, 2010

O Holmio-166 é produzido em reator nuclear, por reacdo de captura neutrénica. O
oxido de hélmio (Ho203) é bombardeado por neutréns. Em seguida, ha dissolugdo em
acido Cloridrico e acido Nitrico, com posterior evaporacdo para que o residuo seja
dissolvido em HCI 0,1M. O Ho'%® tem propriedades paramagnéticas, podendo ser
utilizado em ressonancia magnética nuclear e em exames cintilograficos.
(SEPPENWOOLDE et al., 2004; Smits et al., 2012)

O radionuclideo Ho'®® também pode ser gerado a partir do decaimento do €Dy,
cujo tempo de meia-vida € 81,5 horas, de acordo com a equacao abaixo (Costa, 2004;
Lahiri et al, 2004):

164Dy (n, Y) 165Dy (n, Y) 166Dy > B + 166Ho

A reacdao inversa é preferencial para marcacao de biomoléculas, em funcéo da atividade
especifica ser maior (devido a presenca de outros radiois6topos do hdlmio menores na
reacdo). Ja a reacao direta apresenta menor atividade especifica, porém a atividade total
€ maior. O sentido direto é Gtil para marcacdo de microesferas e fosfonatos para dor
0ssea (Costa, 2004; Lahiri et al, 2004;)
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Tabela das propriedades do Holmio-166

ClassificacaoPerdiodica
NumeroAtémico (Z)
Meia-vida

Producéo

Forma Quimica

Pureza Radioquimica

Famila dos Lantanideos

67

26,8 hr (decai para Erbio-166)
165Ho (n’ Y)166Ho

Cloreto de H6lmio ( HCI 0,1 mol/L)
>99%

Energia méximadas particulas beta 1855 keV

Radiacéao

Gama 80 KeV
Beta 666KeV

48

Tabela 3. Propriedades fisico-quimicas do elemento terra-rara Hélmio. (Adaptado de VALENTE, 2013)
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Emax (KeV) Emed (keV) Intensidade (%)
1854,7 693,6 50,0

1773,1 650,9 48,7

1068,0 369,0 0,0061

394,0 114,9 0,95

325,7 105,1 0,0024

191,5 51,9 0,307

23,4 5,9 0,0362

Tabela 4. Energias Maximas e Médias das radiacfes (). ( Adaptado de Valente, 2013).

1.12 Ativag&o Neutronica

A ativacao neutronica € a irradiagdo de um nudcleo atbmico com néutrons para
produzir uma espécie radioativa, um radionuclideo. O numero de radionuclideos
produzidos na amostra depende do numero de ndcleos-alvo, do fluxo de néutrons e da
probabilidade de ocorréncia da reacao nuclear, também chamada secdo de choque.
Quando o produto da ativacdo neutrénica € radioativo, ele decaird com sua meia-vida
caracteristica. Portanto, o crescimento da atividade da amostra dependera da taxa de
ativacao e da taxa de decaimento dos nucleos (Valente, 2010).

Os néutrons gerados em reatores nucleares tém ampla faixa de energia que varia
de 0,025 eV, chamada energia térmica, até varios MeV, sendo que a faixa situada entre
0,5 eV e 1 MeV é chamada faixa de energia epitérmica, na qual o valor de 0,5 eV, limite
inferior, é definido como a energia minima para um néutron atravessar uma placa de
Cadmio de 1 mm de espessura (Valente, 2010).

O ndcleo atébmico, quando captura um néutron, fica em estado de excitacédo
transitoria e se livra do excesso de energia, ap0s a captura, pela emissao de fétons v,
prétons, particulas Bou particulas a. O tipo de reacdo nuclear que ocorrera nessas
circunstancias e, conseguentemente, o produto da ativacdo dependem da energia do

néutron incidente. A reacdo mais comum que ocorre sob um fluxo de néutrons térmicos
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€ a captura radiativa X(n,y)Y na qual a radiacdo y é emitida imediatamente apds a
excitacdo do nucleo e é chamada de y pronto ( Valente, 2010).
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil de Biodistribuicdo de nano-hidroxiapatita dopada com H6Imio-165
para tratamento de cancer 0sseo através de andlises das estruturas sintetizadas
utilizando-se testes fisico-quimicos e testes de biodirecionamento.

2.2 Objetivo Especifico

e Produzir nanohidroxiapatitas por via Umida

e Caracterizar morfologicamente as nanohidroxiapatitas

e Dopar as nanohidroxiapatitas com Holmio 165

e Irradiar o HOImio 165 a Holmio 166

e Estudar a eficiéncia da dopagem das nanohidroxiapatitas
e Avaliar a biodistribuicdo das nanoHa em ratos saudaveis
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais Utilizados

e Sulfato de H6Imio-165 da Sigma Aldrich

e Hidrogenofosfato de aménio (NH4)HPO4 da Sigma Aldrich
e Cetamin (cloridrato de cetamina 10%) da Syntec

e Xilazin (cloridrato de xilazina 2%) da Syntec

e Agua Milli-Q

e Cloreto de H6lmio Hexaiidratado 289213 da Sigma Aldrich
e Fosfato Am6nio Difasico da Sigma Aldrich

3.2 Equipamentos e Instrumentos

Ao realizarmos este deste trabalho cientifico foram utilizados os equipamentos e
instrumentos listados:

Agitador magnético IKA - C MAG HS 7

e Gotejador Easy-Load Masterflex

e Fita medidora de pH Merck

e Balanca Analitica AR2140 OHAUS DA CA Quimica
e Estufa FICO4 FAMO

e Filtro Caixilho Frame Inox Abrazinox 5x2

e Ultrassonicador Sonicator® w-380 UMG com microtip
e Evaporador a vacuo Fisatom

e Espectrometro FTIR VARIAN modelo Excalibur 3100
e Liofilizador L101 Liotop, Brasil

e TM 3000 — Hitachi OK

e Contador gama Perkin Elmer modelo Wizard

e Microscopio Eletrénico de Varredura

3.3 Producao de Nanohidroxiapatita

Via umida
A hidroxiapatita foi precipitada pelo processo de gotejamento de solucéo de

hidrogenofosfato de aménio (NH4)HPOa, contendo hidroxido de aménio ( NH4OH) e
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Nitrato de Calcio Ca(NOs). , a temperatura 37°C e pH 11. O precipitado foi separado por
filtracdo, lavado repetidas vezes por agua deionizada fervente e foi seca a 100°C por 24
horas. O p6 seco foi manualmente granulado e as particulas menores que 210 um foram

separadas por peneiramento.

3.4 Nanohidroxiapatita dopada com HéImio-165

A sintese de hidroxiapatita, realizada no laboratério de bioceramica e matérias do
Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas no Rio de Janeiro, usando a precipita¢éo por via
Umida. A solugdo A contendo Célcio + H6Imio'®® foi adicionada a uma solucéo de fosfato
B, utilizando a bomba de 4gua Masterflex® sob um fluxo de 30mL/min. O hidréxido de
amonia (NHsOH) foi introduzido no sistema, utilizando a bomba Masterflex® com um fluxo
de 2-3 ml/min para se obter pH em torno de 9. A sintese e a temperatura de digestao foi
de cerca de 37 °C e 1 atm. Houve agitacdo mecanica no dispositivo IKCA-MAGHS7 a
uma velocidade de 240 RPM, durante a noite (digestao overnight). Uma filtragem e duas
lavagens foram feitas para que o pH ficasse em torno de 7 (meio neutro) . A digestao
durou aproximadamente 24 horas para ser realizado, e, depois disso, a amostra foi
levada para a estufa FAMO, modelo FIC04 para liofilizacao das particulas.

Apoés liofilizacdo, a amostra foi macerada e peneirada em uma tela metalica do
fabricante ABRAZINOX com abertura de 250 UM, malha 60, caixilho (FRAME) 5x2
inoxidavel para filtrar a amostra. Ao término do processo, foi obtida Hidroxiapatita com
10% de HO-165.
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Figura 9. Aparelhagem utilizada para sintese da Hidroxiapatita, processo ocorrido no Laboratérios de

Biomateriais localizado no Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF).

3.5 Irradiacdo das Nano-hidroxiapatitas dopadas com H6lmio-165

Pesou-se 10 mg de nano-hidroxiapatita dopada com 10% de Ho-165. A amostra
foi irradiada em quartzo revestido por embalagem de aluminio no reator IEA-RI (IPEN-
CNEN-SP) por 1 hora, com um fluxo neutrénico de 1,0 x1013n. S*.cm™.

A irradiacdo do Ho 165 a Ho 166 ocorreu no reator nuclear IEA-R1 ( IPEN-
CNEN/SP), um reator de pesquisa com baixo fluxo de néutrons. O Hélmio 165 tem uma
abundancia de 100% na natureza e secdo de choque de 64 barns, o que possibilitou
produzir uma atividade de 0,037 Ci ( ~0,13 GBq/g). Reator IEA- R1, 60 horas, 4,0x 10%3
n.st.cm?

agua leve, utlizando grafite como refletor. Foi projetado e construido pela empresa norte-americana
Babcock & Wilcox, em 1956. Fonte: Ipen, SP.
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3.6 Técnicas de Caracterizacdo da Nanohidroxiapatita

Dentre as mais diversas técnicas de caracterizacdo utilizadas para materiais em
geral, as técnicas de Difracdo de Raios-X (DRX), Infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR) e Microscopia Eletrébnica de Varredura (MEV) sé@o as técnicas mais
utilizadas para a caracterizacao de hidroxiapatitas (Costa et al, 2009).

3.6.1 Difratometria de Raios X

Em 1912 o fisico Alemé&o Von Laue sugeriu que se 0s atomos apresentam uma
estrutura cristalina, organizados de forma a apresentarem periodicidade ao longo do
espaco e que, se 0s raios-X eram ondas eletromagnéticas com comprimento de onda
menor que oS espacos interatbmicos, entdo os ndcleos atbmicos que concentram a
massa dos atomos poderiam difratar os raios-X, formando franjas de difracdo. Quando
Laue fez um feixe de raios-X por uma amostra monocristalina e pés filme fotografico apos
a amostra, em sguida da revelacdo do filme, este demonstrava pontos sensiblizados
pelos raios-X difratados (ARAUJO et al, 2007).

Os difratogramas fornecem informacfes sobre estrutura e composicdo dos
materiais, possibilitando o calculo do espacamento (d) e o parametro de célula (ao) para
determinacdo de possiveis distor¢cdes das redes cristalinas. O parametro de célula
unitaria “ao * foi calculado a partir da seguinte equagéo ao = 2* d100//3

A fase mineral e cristalina da amostra foram avaliadas por difratometria de raios-
X (DRX) com radiagéo Cuk. 40 kV e 40 mA. Espécies fosfatos e grupamentos hidroxila
(OH) na estrutura da hidroxiapatita foram identificadas por Espectrofotometria de
Infravermelho por Transformada de Fourier

3.6.2 Espectrofotometria de Infravermelho por Transformada de Fourier

A espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho permite avaliar a analise
vibracional das nanohidroxiapatitas o que possibilita fornecer importantes informacoes,
como a estrutura configuracional, conformacional e a composicdo quimica.
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2005).

O conjunto de bandas fornecidas pelo espectro é especifico para cada substancia,
uma vez que as bandas isoladas sao referentes as vibracées de um determinado grupo
funcional ou de um certo tipo de ligacdo do composto estudado. (JAHNO, 2005).

Os espectros de FTIR foram obtidos utilizando resolucédo de 2 cm-1 e faixa de
varredura de 4000 a 400 cm-1, em temperatura ambiente.
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3.6.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) com Espectroscopia de Energia
Dispersiva de Raios-X (EDS)

A morfologia das nanoparticulas de hidroxiapatita foi examinada por Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV), também chamada de Scanning Electron Microscopy
(SEM). A andlise foi realizada no aparelho TM 3000 da Hitachi, no Instituto de Engenharia
Nuclear (IEN). Além desta analise, a presenca do elemento Holmio foi investigada por
Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X (EDS).

A microfotografia das nanohidroxiapatitas baseia-se na varredura dos elétrons na
superficie das amostras (raios X caracteristicos) e permite caracterizar por EDS os
elementos quimicos dessas amostras. A imagem eletrénica de varredura (elétrons
secundarios e retroespalhados) representa em tons de cinza 0 mapeamento e a
contagem elementar emitida pelo material analisado.

3.7 Biodistribuicao

O estudo da biodistribuicdo do nano-radiofarmaco € uma importante ferramenta
para estabelecer os principais focos onde o radiotracador € mais captado. Como a
distribuicdo in vivo do radiofarmaco é determinada pelas caracteristicas fisiologicas dos
tecidos, ele pode fornecer importantes informacdes sobre varios tecidos de forma néo
invasiva (BOERMAN et al. 2000, SARCINELLI, 2014).

Objetivando acompanhar a biodistribuicdo in vivo, determinados métodos de
marcacédo de nanoparticulas foram desenvolvidos e possuem grande utilidade, visto que
nao sao invasivos e permitem a analise quantitativa da distribuicdo das particulas ao
longo do tempo através de imagens ( Patricio, 2012., Pyzsz et al., 2010; Soundararajan
et al., 2009).

Comumente se utiliza o encapsulamento, na nanoparticula, o farmaco
complexado com °°"Tc¢ para visualizacdo na gama camara ou fazer um complexo com
metal colidal, como Gadolineo, por exemplo, para visualizacdo de imagens por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ( Patricio, 2012).

A Biocompatibilidade das nanoestruturas com células e tecidos pode ser
modulada por meio da composicdo quimica adquada dos seus constituintes através de

associacao de ligantes espqcificos na superficie da nanoparticula, tais como: ligantes
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especificos ( anticorpos e peptideos), moléculas bioativas, alteragdes na hidrofobicidade
dentre outras modulagdes ( Mora-Huertas et al., 2010; Silva et al, 2003)

As nanoparticulas podem ser recobertas pelas proteinas plasmaticas como, por
exemplo, por fatores do sistema complemento e anticorpos, enquanto estiverem
circulantes na corrente sanguinea. Estas proteinas atuam como opsoninas, facilitando a
ligacdo das nanoparticulas as células fagocitarias (neutréfilos e macrofagos). Devido a
alta densidade de fagdcitos mononucleares no figado, nddulos linfaticos e baco, essas
nanoparticulas podem sair da corrente sanguinea em 5 minutos ( Patricio, 2012., Garnett
& Kallienteri, 2006). Tal processo ocorre em funcdo de caracteristicas fisico-quimicas
dos nanocompostos, como carga, hidrofobicidade e tamanho ( Patricio, 2012., Cho et al;
2008; Duncan, 2006; Formariz et al, 2004). Nanoparticulas com tamanhos inferiores a
200 nm conseguem passar pelas fenestras entre as células hepaticas de Kupffer, sendo
entdo aprisionadas nesse 6rgado mais facilmente (Patricio, 2012; Cho et al, 2008). Dessa
forma, as alteracbes superficiais das nanoparticulas demonstram resultados
satisfatorios, devido a elevagcdo da quimiotaxia das nanoestruturas pelas céluas alvos,
entretanto, sem modificar a conformacao estrutural do principio ativo e a sua eficacia (
Patricio, 2012; Cho et al., 2008; Mora-Huertas et al, 2010).

Cargas negativas nas nanoparticulas possibilitam um tempo de depuracdo menor
do que cargas positivas ou nanoparticulas neutras. Nesse sentido, alguns pesquisadores
defendem que o recobrimento das nanoparticulas com copolimeros hidrofilicos (
polietileno glicol, por exemplo), diminuem o reconhecimento das nanoparticulas pelo
sistema imunoldgico, permitindo sua circulacdo no plasma por um intervalo de tempo
maior ( Patricio, 2012; Mora-Huertas et al.,2010, Vauthier & Bouchemal, 2009)

3.7.1 Selecéo animal
Para o estudo, foram utilizados oito ratos Wistar, tanto fémeas quanto machos,
pesando entre 400 a 450 g com idade média de 12 meses, conforme aprovacado do

Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) em anexo (ANEXO I).

3.7.2 Processo de Marcacao das nanoHA com Técnésio-99m
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Para a marcacdo, foi realizada pelo método direto com o radionuclideo *°™Tc
(Patricio et al, 2011). Consistiu na incubacéo , por 20 min, de 100 uCi de **™Tc em 300
pL de solucdo aquosa de cloreto de sddio 0,9% com 30 mg de SnCl2.2H20 (80 pL/mL -
Sigma-Aldrich) para a reducdo do nimero de oxidacéo do *™Tc. Apds esse periodo,
adicionou-se a solucdo anterior 150uL da solucdo de nanoHA dopadas com Ho-165
(solucdo 50% p/p) e aguardou-se 10 minutos para que o processo de marcacao
ocorresse conforme esquema ilustrativo abaixo:

150 uL de
300 uL de 99mTe (100 uCi) nanohidroxiapatitas dopadas
com Hélmio-165
7y R "
’/ 4 / \\\n\ /,/// '\\\
o VvV ) VvV
Ry 20 minutos . 10 minutos Nanohidroxiapatitas
| D) marcadas
SnCl, SnCl, + 99mTc

Figura 11. Marcac&o direta das nanohidroxiapatitas pelo *°"Tc.

Um cromatografia de camada fina (CCF) foi realizada utilizando papel Whatman
n° 1 para identificar a marcacao correta e avaliar a eficiéncia do processo. O papel
Whatmam n°1 equivale a fase estacionaria e a acetona P.A (Sigma) foi utilizada como
fase movel. Tiras do papel foram cortadas em tamanhos iguais (14 cm/1 cm),
determinando-se a origem e o topo a 1 cm da parte inferior e superior, como € mostrado
na figura (12) abaixo. Na origem do papel, foi adicionado 2 pL da amostra marcada
através de pipeta automatica. Em seguida, a tira foi incubada em cuba de vidro saturada
e vedada com 0,7 mL de acetona (fase mével). A acetona ascendeu pela tira de papel e
apos atingir o topo da mesma, o processo foi freado. A tira foi entdo colocada para secar
a temperatura ambiente por 20 minutos e cortada em 4 pedacos (origem 1, origem 2,
topo 1, topo 2). Cada pedaco foi introduzido em tubo de ensaio para, em seguida ser
procedida a leitura da atividade no contador Gama (Perkin Elmer, Wizard). O percentual
de atividade em cada uma das partes foi calculado e determinou-se o local em que as
nanohidroxiapatitas marcadas sem encontravam. Fez-se um comparativo com **"T¢ néo
marcado, fazendo-se 0 mesmo procedimento.
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Figura 12. Esquema da avaliacdo da marcacéo por CCF.
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3.7.3 Administragéo

Os ratos Wistar foram mantidos em ambiente cuja temperatura estava na faixa de
(23°C £ 2) com comida e agua ad libitum. Os animais foram anestesiados com cloridrato
de xilazina 2% (xilazyn) e cloridrato de cetamina 10% (cetamin) ambos da Syntec. Foram
aplicados, pela via intraocular, 100 uL da amostra de nanoHA marcada pelo pelo *™Tc
(3.7 MB@/0.2 mL) a 15:09 hrs do dia 20/02/2015.

Figura 13. Injecdo da amostra de nanohidroxiapatita marcadas radioativamente por via intraocular. Foram
administrados, por via intraocular, 100 puL das amostras marcadas, em ratos.

Apos 2 horas da administracdo da droga, as 17:23 hrs, os ratos foram sacrificados
através asfixia com CO2, e seus 0rgdos removidos para que a radioatividade fosse
medida em um contador gama Perkin Elmer Wizard 2470, com um cristal de Nal(Tl) de
5 cm x 5 cm em condigdes eletronicas 6timas para a leitura do radioisétopo *™Tc. Os
resultados das contagens foram expressos em dose por 6rgéo (%ID/6rgdo) e dose por
grama de tecido (%ID/g) (SA et al., 2012). Os érgaos retirados foram: cérebro, coracéo,
pulmao direito, pulméo esquerdo, rim direito, rim esquerdo, estdmago, intestino delgado,
baco, sangue, figado, intestino grosso e fémur, totalizando 13 pontos de leitura.
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Figura 14. Retirada dos 6rgdos dos animais para medicao da radioatividade. Apés 2 horas da
injecdo das nanoparticulas marcadas radioativamente, os ratos sao sacrificados por meio de asfixia.

Figura 15. Contador ParkinElmer 2470 Automatic Gamma Counter. Aparelho utilizado para
radiacdo gama proveniente do *™Tc.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) com Espectroscopia de Energia
Dispersiva de Raios-X (EDS)

A Microscopia Eletronica por Varredura (MEV) possibilitou a formacgéo de imagem
das nanoparticulas com tamanho variavel entre 200-250 nm e com formato irregular
(Figura 16). A andlise EDS mostrou a presenca de Holmio e confirmou a dopacéo 10%
(figura 5 e tabela 5).

Ralph 2015/04/10 10:23 F D35 x500 200um

Figura 16. Imagem obtida pela MEV, mostrando o tamanho de 250 nm da hidroxiapatita dopada

com Ho-165.

As nanoparticulas, com tamanho de até 200 nm, conseguem entrar nas
fenestracdes mais largas dos neovasos dos tumores solidos, mas ndo conseguem entrar
nas fenestracfes estreitas dos endotélios dos tecidos normais. Assim espera-se um
acumulo das nanoparticulas no tumor com pouco ou nenhum acumulo nos tecidos
normais.
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BSE
100 pm

MAG: 300 x HV:15.0kV D:3.5mm
Figura 17. Analise EDS mostrando a presenca de hdlmio na hidroxiapatita. Os pontos em amarelo

referem-se ao lantanideo.

Porcentagem em Massa (norm.)

100

80

60

40

20

3.3% . 2.8% 1.6%
T T
C O Ca Ho P

Tabela 5. Andlise EDS demonstrando a presenca de HAImio-165 e seu percentual na amostra de

Hidroxiapatita.

4.3 Difratometria de Raios X

A nanohidroxiapatita dopada com Ho-165 apresentou um padrao de difracéo de
raios-X de uma hidroxiapatita pura e cristalina como mostrado nas figuras abaixo.
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Figura 18 . Gréfico representativo do difratograma por Raios-X da nanoHA sem dopac&o por Ho'®
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Figura 19. Difratometria por Raios-X da nanoHa dopada com 10 % de H6Imio165. Observam-se
0S mesmos picos caracterizados, notando-se uma diferenca de densidade de uma substancia para outra,
tendo em vista que na nanoHAHo ha um percentual inferior de célcio e uma quantidade superior de Ho®
guando comparada a nanoHA em sua estrutura.
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4.4 Irradiacao

A irradiacdo sob as condi¢des descritas resultou em amostras contendo 0.037 Ci
(0,13 GBq / g) na amostra. Este valor pode apoiar o uso de nano-hidroxiapatita para o
procedimentos em medicina nuclear e como um novo radiofarmaco para a terapia de
cancer 6sseo. Embora a amostra de nanohidroxiapatita dopada com Ho-165 (10%) tenha
sido irradiada no IPEN, gerando nanohidroxipatita dopada com Ho-166 (10%), as
dificuldades e atrasos em matéria de transporte entre Sdo Paulo e Rio de Janeiro para
realizar os estudos em animais nos obrigou a usar a metodologia tradicional, usando
processo de marcacgdo com °°™Tc¢ nos animais estudados.



4.5 Infravermelho com Transformada de Fourier ( FT-IR)

Pela andlise do grafico, observam-se os picos de Hidroxilas (OH), 4gua (H20) e
as variacoes de fosfatos (PO42) compativeis e que permitam a HA sintetizada em
laboratério sua analogia a Hidroxiapatita Biologica, fazendo com que o organismo nao
apresente rejeicao a terapia. No gréfico n, o FT-IR indica que na estrutura estudada, ha
todos os &tomos comuns a HA, o que permite comprovar que a estrutura dos atomos

nao foi modificada, sendo viavel para a terapia da metastase 6ssea.
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Figura 20. FT-IR da nanohidroxiapatita evidenciando presenca de grupos fosfatos.
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4.6 Processo de Marcacéo e Biodistribuicéo

O processo de marcacao obteve um percentual de mais de 99% de ligagdo com
0 ¥MTc. A estabilidade do processo de marcacdo foi testado durante 24 horas. Os
resultados estdo expressos na tabela 2. Todos os ensaios foram feitos em triplicado. A
grande estabilidade do dopado nano-hidroxiapatita com Ho-165 (10%) marcado com
9¥MTc apoia a sua utilizacédo para a aplicagédo clinica.

Tempo em horas
Teste de Marcacido 0 1 3 S 24
99,3
Teste | 98,4 98,3 98,1 97,4 93,9
Teste ll 99,0 97,4 97,3 95,9 91 ,2
Teste llI 98,0 96,4 94,6 95,7 91,0
Média Final 98,5 97,4 96,7 96,3 92,0

Tabela 6. O processo de marcacgdo obteve um percentual de mais de 99% de ligacdo com o *°™Tc.

A estabilidade do processo de marcacio de nanohidroxiapatita com *™Tc foi testado durante 24 horas.

4.7 Biodistribuicéo

O estudo de biodistribuicdo das nano-hidroxiapatitas utilizou-se o método de
dissecacdo animal e extracdo dos diversos 6rgdos para posterior contagem. Dessa
forma, determina-se o porcentual de acumulo em érgéo e tecidos com relacao a atividade
injetada, gerando graficos de biodistribuicdo dos compostos marcados para diferentes
orgaos (MELERO, 2008, SA et al., 2012). Os resultados estdo expressos em dose por

6rgao (% ID / 6rgao) e dose por grama de tecido (% ID / g), respectivamente.

A Biodistribuicdo (figuras 21 e 22) mostraram resultados interessantes e pode
confirmar a utilizacdo do nano-hidroxiapatita dopada com Ho-165 (10%) como um

Sistema de Llberacdo de Farmacos para 0 0sSso, pois a rapida captagdo de
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nanohidroxiapatita  pelo Sistema Fagocitario Mononuclear, ap0s administracao
intravenosa, é a maior barreira para a sua utilizagdo como agente de diagndstico ou
carregadores de farmacos para outros locais que ndo sejam as células de Kupffer no
figado e magréfago no baco (GREF et al., 1994, SOPPIMATH et al., 2001, MOSQUEIRA
et al., 2001).

Nanoparticulas hidrofébicas sao rapidamente recobertas por proteinas do soro, o
que facilita seu reconhecimento por macréfagos e neutrofilos (GANETT & KALLINTERI,
2006, DAVIS et al., 2008). No teste realizado, obteve-se uma baixa concentracao das
nanohirdoxiapatitas nesses 6rgaos (figado e baco), propiciando assim um maior tempo
de circulacéo destas para que exercam sua funcédo em outros 6rgaos.

A nanoparticula demonstrou um metabolismo hepatico baixo (inexpressivo efeito
de primeira passagem) com um grande valor expresso para a barra referente a sangue
(puncéo sanguinea ou blood pool), demonstrando a alta afinidade por proteinas do
sangue, especialmente albumina.

Em segundo lugar, a nanoparticula mostrou uma grande atragdo para o rim, nao
em termos de depuracdo, uma vez que é reabsorvido e ainda em circulacdo, como pode
ser visto com a percentagem de coracao. A percentagem de nano-hidroxiapatita dopada
com Ho-165 (10%) que atravessou a barreira hemato-encefalica é negligenciavel. O
rapido clearence sanguineo € necessario para minimizar a radioatividade no tecido nao
alvo.

A razao da constante de ligacdo do nano-radiofarmaco no receptor alvo deve ser
rapida e a razéo de dissociacao lenta. Dessa forma, o acumulo da radiacdo no tecido
alvo pode ser maximizado (LIU & EDWARDS, 1999)

E importante notar que, embora tenha sido utilizados ratos normais, 0 nano-
hidroxiapatita dopada com Ho-165 (10%) apresentaram uma atracdo 0ssea e iSSO

suporta o uso de nanoHA na terapia de metastase 0ssea.
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Figura 21. Gréfico do Perfil de Biodistribuicdo em porcentagem dose de radiacdo Gama/érgao
das nanoHA dopadas com Hdélmio 165, marcadas com **™Tc¢. A nanoparticula demonstrou um
metabolismo hepatico baixo com um grande valor expresso para a barra referente a sangue (pungéo
sanguinea ou blood pool), demonstrando a alta afinidade por proteinas do sangue, especialmente
albumina.
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Figura 22.Gréfico da Biodistribuicdo em porcentagem de dose de radiagdo Gama/tecido (g). A
nanoparticula mostrou uma grande atragédo para o rim e ndo em termos de depuracdo, uma vez que €
reabsorvido e ainda em circulagdo, como pode ser visto com a percentagem de coragéo.
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5. CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Ao longo da pesquisa densenvolvida em sua vérias etapas, a sintese da
nanoparticula foi alcancada. Nanohidroxiapatitas dopadas com 10 % HAImio'® foram
sintetizadas no Laboratério de Biomaterias do CBPF. Nos ensaios realizados, foi
observado que a impregnacéo do HéImio'® nas moléculas de nanoHA é possivel.

As mesmas foram caracterizadas através de técnicas fisico-quimicas precisas,
como XRD, MEV, FT-IR e EDS além de terem sido irradiadas no reator IEA1 do Ipen, em
Sao Paulo. Alguns testes foram realizados no IEN/ CNEN.. Através da analise destes,
pode-se concluir que a cristalinidade e impregnacaoestao na janela permitida para que
0 organismo reconheca as nanoparticulas e realize as etapas de osteoconducéo,
osteoinducao e osteoregeneracao.

Os testes em animais, visando avaliar a biodistribuicdo das nanoHA marcadas
com 10 % Hoélmio'®® e com %°™Tc, apresentaram resultados satisfatério, o que nos
possibilitou concluir que ocorre baixa metabolizacdo hepatica do nano-radiofarmaco,
excelente clearance/depuracédo renal e localizacdo das nanoHA nos o0ssos. Destes
resultados, espera-se que mais estudos contemplem esses e demais aspectos
necessarios a compreensdo dos mecanismos terapéuticos e diagndsticos do H6Imio*¢
devido a emissao Beta ( possibilitando tratamento do cancer 6sseo) e emissdo Gama
(ratificando seu potencial para diagnostico imagiologico).

Em funcdo do panorama preocupante a respeito do cancer, estimulos para o
desenvolvimento de acdes que ajudem na deteccéo e tratamento de tumores devem ser
feitos. Os avancos em nanotecnologia, principalmente pelo desenvolvimento de
Sistemas de Liberacdo de Farmacos (Drug Delivery Sistems), conjugados a agentes
direcionadores que permitam o reconhecimento e liberacdo controlada de radiofarmacos
seletivamente para exames de imagem ou para terapia sao imprescindiveis. Como ja
postulado em projetos e artigos cientificos (Santos-Oliveira, 2010), a terapia com
radiofarmacos de variadas naturezas € ainda a terapia mais eficaz e segura ao paciente.

Os resultados iniciais sdo empolgantes, embora saibamos que ha um amplo
caminho a ser percorrido, antes de um conclusao exata dos beneficios que a pesquisa
venha a agregar tanto a terapia, quanto ao diagndstico.
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7.1 Oficio da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 02 de agosto de 2013.
Oficio n° 606/13

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof Ralph Santos Oliveira

Faculdade de Farmacia

Centro Universitario Estadual da Zona Oeste

Processo n°® 23076.020578/2013-27

Os membros da Comissao de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Desenvolvimento de Nanorradiofarmacos.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagédo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s3o
adotadas como critérios de avaliagso e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questé@o do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Origem dos animais: Biotério; Animais: ratos: Atenciosamente,

Linhagem: Wistar; Idade: 10 semanas; Peso: 180-

300 dias; Sexo: machos e fémeas; N° total de -

animais: 30. w{ ;
Prof® Tahia Rieger
Presidente do CEUAICCB-UFPE

vrre SIAPE 2306924

CCB: Integrar para desenvolver
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7.2 Anexo | — Artigo Cientifico

Nano-Hydroxyapatite Doped with Ho-166 as Drug Delivery System for Bone
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ABSTRACT

The use of nanotechnology is increasing each day. The application in human health has
been one of the most important fields. Regarding this application and some materials,
hydroxyapatite is among the one most studied. The affinity of hydroxyapatite for so many
body constituents is incredible and his use as nanoparticle opened a totally new world.
However, although all the development in the field, encapsulating a nano-hydroxyapatite
still been a sensible point until now. In this article we describe a usefully methodology.

This new possibility arise new applications, especially for oncology and radiopharmacy,
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due the possible to link a radionuclide and /or other substances like aptamers to this new

nanoparticle, providing this new structure features adjuvant to conventional one.

Key words: radiopharmaceuticals, nanotechnology, oncology, scanning electron

microscopy, transmission electron microscopy.

INTRODUCTION

The design and development of biomaterial that will replace the form and function of
native tissue while promoting regeneration without necrosis or scar formation is a
challenging area of research. Unique properties of nanomaterials, such as increased
wettability and surface area, lead to increased protein adsorption when compared with
conventional biomaterials. Cell-scaffold interactions at the cell-material nano interface
may be mediated by integrin-triggered signaling pathways that affect cell behavior
(McMahon et al, 2013). Studies have shown that nano hydroxyapatite (n-HA) has
excellent biological performance, and was a potential candidate as a bioactive material
for bone tissue repair. Nevertheless, the extensive application of n-HA is still limited by
its powder form and brittle nature. Biodegradable polymers and their copolymers are
widely investigated and used in bone regeneration, dental repair, orthopedic fixation
devices, as well as many other biomedical applications (Wang et al 2012, Nandi et al,

2008).
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A radiopharmaceuticals used for therapy must have some features like: i) reduce the
effects of irradiation on healthy cells and concentrate the irradiation effect on cancerous
cells, ii) the half-life has to be of some hours upon to 70 days; iii) the radionuclide must
be a beta or alpha emitter. All this feature is match in Holmium-166 (Ho-166). The Ho-
166 shows a half-life of 26, 83 hours and beta emission of 1,855 MeV (51%) and
1,776MeV (48%) and a nuclide purity of 99%. (Smits et al, 2010, Huh et al 2008, Vente

et al, 2010).

The use of a nano-hydroxyapatite doped with Ho-166 for bone therapy may represent an

innovative and new way to perform bone therapy especially in primary bone cancer.

MATERIALS AND METHODS

Hydroxyapatite (HA) doped with Ho-165

Was used the method of precipitation by humid way. A solution A containing calcium +
holmium was added to a phosphate solution B, using water pump (masterflex) under a
flow of 30 mL / min. Ammonia was introduced into the system using the pump
(masterflex) with a flow 2-3 mL/ min to achieve a pH around 9. The synthesis and
digestion temperature was around 37°C (310,15°K) and 1 atm. There was mechanical
agitation in an IKCA-MAGHS7 device at a speed of 240 RPM, overnight. The digestion
lasted approximately 24 hours to be performed, and after that, the sample was taken to
the greenhouse (FAMO, FIC04 model) for lyophilization.

After lyophilization the sample was macerated and screened into a woven gauze opening
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of 250 A, mesh 60, stainless 5x2 for filtering the sample. In the final a n-HA dopped with

10% of HO-165 was obtained.

Irradiation
The sample (10 mg) of nano-hydroxyapatite doped with 10% of Ho-165 was irradiated in
quartz into aluminum casing at the reactor IEA-RI (IPEN-CNEN-SP) by 1 hour with a

neutron flux of 1,0x102n.s1.cm2.

X-Ray Diffractometry (XRD)

Sample mineral phase and crystallinity were evaluated by X-ray diffractometry (XRD) with

CuK radiation at 40 kV and 40 mA.

Scanning Electron Microscopy (SEM) with Energy Dispersive Spectroscopy (EDS)
The morphology of hydroxyapatite nanoparticles were examined by Scanning Electron
Microscopy (SEM) (TM 3000 — Hitachi). Also the presence of the element holmium was

analyzed by Energy Dispersive Spectroscopy.

Perturbed Angular Correlation (PAC)

The hyperfine interaction (as a result of nuclear moments/electromagnetic fields
interactions) of the nuclear probe 111 Cd in the Hydroxyapatite dopped with Ho-165
compound has been investigated by gamma-gamma perturbed angular correlation (PAC)
nuclear spectroscopy, in a spectrometer of PAC in the Laboratory of Angular Correlation

of the Brazilian Center for Physics Research (LCA/CBPF). The equipment used is based



85

on the principle of operation system “slow-fast”, and is composed of 4 conical BaF:
detectors optically coupled to photomultipliers, placed on a circular table forming angles

of 90°.

The measurement was taken in room temperature for the hydroxyapatite doped with Ho-
165, thermalized and not thermalized. The thermalized samples were heatedat T =1273
K for 6 h. The nuclear probe of 1Cd was broadcast in the structure of the material by
diffusion, to this end, the samples was sealed in quartz tubes and then heated, together

with the radioactive PAC probe, at T = 1073 K for 12 h.

Biodistribution
Animal selection
In this study was used eight Wistar rats (male and female) between 400-450 g and with

a mean age of 12 months.

Labeling Process

The labeling process was done using 150 pL of nano-hydrxyapatite doped with 10% Ho-
165 incubated with stannous chloride (SnClz) solutions (80 pL/mL) (Sigma-Aldrich) for 20
minutes at room temperature. Then this solution was incubated with 100 uCi
(approximately 300 pL) of technetium-99m for another 10 minutes in order to label their
structures. A thin layer chromatography (TLC) was made using Whatman paper n°® 1 to

identify the correct labeling.
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Administration

The rats were maintained under controlled temperature (23°C + 2) with water and food
ad libitum. No sedative or anesthetic was used. The labeled samples (3.7 MBqg/0.2 mL)
were administered by intraocular injection. After 2 hours of drug administration, the rats
were sacrificed by asphyxiation (CO2 chamber) and then dissected and their organs
removed, weighed and the radioactivity uptake counted in a gamma counter (Perkin
Elmer). Results were expressed as percentage of injected dose per gram of tissue. The

Institutional Review Board and the Animal Ethics Committee approved the study protocol.

RESULTS & DISCUSSION

Irradiation
The irradiation under the conditions described resulted in a 0,037 Ci (0,13GBg/g) sample.
This value can support the use of nano-hydroxyapatite for nuclear medicine procedure

and as a new radiopharmaceutical for bone cancer therapy.

Although the sample of nano-hydroxyapatite doped with Ho-165 (10%) has been
irradiated the difficulties and delays regarding transportation from Sao Paulo to Rio de
Janeiro to perform the animal studies forced us to use the traditional methodology using

9MTc |abeling process.

Labeling Process and Biodistribution
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The labeling process showed a percentage over 99% of ligation with the ®*™Tc. The
stability of the labeling process was tested for 24 hours. The results are expressed in
table 1. All the tests were made in triplicate. The great stability of the nano-hydroxyapatite

doped with Ho-165 (10%) labeled with *°™Tc¢ supports their use for clinical application.

The biodistribution (figures 1 and 2) showed interesting results and can confirm the use
of the nano-hydroxyapatite doped with Ho-165 (10%) as a drug delivery system for bone.
First the nanoparticle demonstrated a low hepatic metabolism with a great value in blood
pool confirming the high affinity for blood proteins, especially aloumin. Second, the
nanoparticle showed a great attraction for the kidney and not in terms of clearance, since
it is reabsorbed and still circulating, as can be seen with the percentage in heart. The
percentage of nano-hydroxyapatite doped with Ho-165 (10%) that crossed the brain
barrier is negligible. Is important to notice that although has been used normal rats the
nano-hydroxyapatite doped with Ho-165 (10%) showed a bone attraction and this support

the use for bone therapy.

Table 1 — Labeling stability of Nanoparticles of Hydroxyapatite with °MTc

Labeling test Time in Hours

0 1 2 3 4
Test | 98,4 98,3| 98,1 97,4 93,9
Test | 99,0 97,4 | 97,3 95,9 91,2
Test Il 98,0 96,4 | 94,6 95,7 91,0
Final Average 98,5 97,4 | 96,7 96,3 92,0
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Figure 1 — Biodistribution % dose per organ of radioactivity
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Figure 2 —Biodistribution % dose per tissue (g) of radioactivity

Perturbed Angular Correlation (PAC)
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The results shows that the PAC analysis identify the presence of Holmium and also the

presence of TCP formed during the synthesis process of the nano-hydroxyapatite doped

with Holmium-165 (figure 3 and figure 4).

(a) (b)

Figure 3 : Hydroxyapatite doped with Holmium-165 Ho not thermalized (a) and

thermalized (a)
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Scanning Electron Microscopy (SEM) with Energy Dispersive Spectroscopy (EDS)
The SEM image showed a nanoparticle with a size ranging from 200-250nm and with an

irregular shape (figure 5). The EDS analysis showed the presence of the holmium and

confirmed the 10% dopped (figure 6 and table 3).

Ralph D3.5 x500 200 um

Figure 5: SEM image showing the size of 250 nm of the hydroxyapatite dopped with Ho-

165.
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Figure 6: EDS analysis showing the presence of holmium in the hydroxyapatite
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Table 3: EDS analysis demonstrating he presence of holmium and the percentage in the

sample.

X-Ray Diffractometry (XRD)
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The nanostructured powder (nano-hydroxyapatite doped with Ho-165) before it is
presented an X-ray diffraction pattern of a pure and crystalline hydroxyapatite as shown

in Figure 5.
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Figure 5: X-ray diffraction pattern of nanostructured hydroxyapatite doped with Ho-165

CONCLUSION
The results demonstrated that the nanoparticle dopped with Ho-165 can be used in

Nuclear Medicine purposes, especially for both bone cancer diagnosis and therapy.
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